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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
El octocoral caribeño Erythropodium caribaeorum ha mostrado ser una fuente prolífica de 
compuestos. Dentro de los compuestos aislados de este octocoral, los diterpenos tipo 
erythrólido y eleutherobina presentan una amplia diversidad estructural y actividad 
biológica aprovechable. Los estudios de la composición química de este octocoral muestran 
una alta variación en el contenido de estos diterpenos dependiente del lugar de recolección 
de la muestra. Por lo anterior, nos propusimos contribuir al conocimiento de este alcyonaceo 
en nuestro país y su posible aprovechamiento. 
 
En este trabajo se implementó una estrategia de derreplicación que permitiera establecer la 
presencia de diterpenos, específicamente, erythrólidos y eleutherobinas. Adicionalmente, se 
emplearon herramientas metabolómicas que permitieran la evaluación del efecto que 
pueden tener las condiciones ambientales  propias del lugar de recolección sobre la 
composición metabólica, en los extractos de ocho muestras de E. caribaeorum recolectadas 
en tres diferentes localidades del Caribe colombiano, Santa Marta, Islas del Rosario y 
Providencia-Santa Catalina. 
 
Los resultados de la identificación por técnicas de derreplicación empleando HPLC-MS y 
HPLC-DAD, permitieron proponer para las ocho muestras analizadas, la presencia de 90 
compuestos que presentan una masa igual a la de los erythrólidos reportados. Se observó 
que las muestras recolectadas en Santa Marta (muestras 5 y 6), Providencia-Santa Catalina 
(muestras 1, 2, 3 y 4) presentan compuestos con masas iguales a la de erythrólidos 
conocidos, así como otros compuestos isómeros de estos, probablemente nuevos, 
destacándose las muestras de Santa Marta que presentan un número mayor de diterpenos. 
Adicionalmente, llama la atención los extractos obtenidos de muestras recolectadas en las 
Islas del Rosario (muestras 7 y 8), los cuales producen diterpenos que no han sido 
reportados antes para E. caribaeorum, algunos de ellos posiblemente compuestos nuevos. 
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Con respecto  a las eleutherobinas, no fue posible determinar la presencia de estos 
compuestos en las muestras estudiadas, de acuerdo a la metodología desarrollada.  
 
De acuerdo a la cantidad de extracto orgánico de la que se disponía y a la diversidad 
metabólica observada en la derreplicación, el extracto de la muestra 6 recolectada en Santa 
Marta, se seleccionó para hacer el aislamiento de algunos de los compuestos del extracto. 
Como resultado se aislaron seis compuestos diterpenos, de los cuales el compuesto 1 
denominado erythrólido W se reporta por primera vez en la naturaleza, junto con los 
compuestos previamente reportados: 16-acetil-erythrólido H 2, erythrólido E 3, erythrólido 
F 4, erythrólido J 5 y erythrólido V 6,  
 
De otro lado, la comparación de los perfiles metabólicos obtenidos por HPLC-MS empleando 
el análisis de componente principal (PCA) y análisis jerárquico de clústers (HCA), permitió 
observar que las variables ambientales específicas de cada lugar de recolección generan 
cambios en la producción de compuestos en los especímenes estudiados, mostrando como 
las muestras de Santa Marta, Islas del Rosario y Providencia-Santa Catalina agrupan de 
manera diferente. 
 
Estos resultados evidencian la ventaja del uso de estrategias de derreplicación y 
herramientas metabolómicas, para seleccionar muestras con un mayor potencial de 
presentar nuevos compuestos Adicionalmente, permiten evaluar como la producción de 
estos compuestos puede verse afectadas por variaciones ambientales, y genera herramientas 
analíticas para apoyar un futuro aprovechamiento del octocoral E. caribaeroum como fuente 
de diterpenos. 
 
Palabras clave: Erythropodium caribaeorum, erythrólidos, metabólomica, derreplicación, 









Caribbean soft coral Erythropodium caribaeorum has shown to be a prolific source of 
compounds. Among the compounds isolated from this soft coral, eleutherobine and 
erythrolide diterpenes have a wide structural diversity and a useful biological activity. 
Chemical composition studies of this coral showed a high variability in diterpene content 
that is dependant of sample´s recollection place. Because of that, we were aimed to 
contribute to the knowledge of this soft coral and his possible uses.  
 
In this work we implemented a dereplication strategy to stablish the diterpene presence, 
specifically erythrolides and eleutherobines. Additionally, we used metabolomic tools in 
order to evaluate the environmental conditions effect over the metabolic composition of 
eight samples of E. caribaeorum. These samples were collected in three different places in the 
Colombian Caribbean sea, Santa Marta, Islas del Rosario and Providencia - Santa Catalina. 
 
The results obtained by derreplication techniques using HPLC-MS and HPLC-DAD allowed us 
proposing for all the eight analysed samples the presence of 90 compounds with a molecular 
weight consistent with previously reported erythrolides. The results showed that samples 
collected in Santa Marta (samples 5 and 6) and Providencia-Santa Catalina (samples 1, 2, 3 
and 4) showed compounds with molecular weights identical to previously isolated 
erytrolides. We highlight Santa Marta´s samples that showed the biggest number of 
diterpene like compounds. Furthermore, extracts obtained from Islas del Rosario samples (7 
and 8) produce compounds, probably diterpenes that has not been previously reported from 
E. caribaeorum, some of them could be probably new. On the other hand, it was not possible 
to determinate eleutherobine presence in the studied samples with the developed 
methodology. 
 
According to the quantity of extract available, and the observed metabolic diversity by 
derreplication, we chose the extract obtained from sample 6 collected at Santa Marta to 
develop the isolation of compounds from this extract. As a result, six diterpenes were 
isolated, compound 1 denominated erythrolide W is reported for the first time, together 
with 16-acetil-erythrolide H 2, erythrolide E 3, erythrolide F 4, erythrolide J 5 and 
erythrolide V 6. 
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On the other side, comparison of metabolic profiles obtained by HPLC-MS using principal 
component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis allows observing that specific 
environmental variables in each recollection place can promote changes in the compound 
production. The obtained clusters showed that samples from Santa Marta, Islas del Rosario 
and Providencia-Santa Catalina generate different groups. 
 
The obtained results show the advantage of using dereplication strategies and metabolomics 
tools to choose samples with a higher probability to find new compounds. Furthermore, 
those alternatives allow us to assess how the production of these compounds could be 
affected by environmental variations and generate analytical tools to support the future use 
of E. caribaeorum as a source of diterpenes. 
   
Keywords: Erythropodium caribaeorum, erythrólides, metabólomics, dereplication, principal 
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1. Estado del arte 
Los ecosistemas marinos se caracterizan por tener una diversidad enorme de organismos 
eucariotas y procariotas1. Dicha variedad de seres vivos, junto con las condiciones extremas 
en las que se desarrolla la vida en el mar (alta salinidad, alta presión, baja concentración de 
nutrientes, bajas temperaturas, poco espacio para su asentamiento entre otras), hacen prever 
una capacidad enorme para la producción de compuestos. Cuando los organismos marinos 
no poseen movimiento propio, un mecanismo de supervivencia es a través de la producción 
de metabolitos secundarios; los cuales generalmente son compuestos orgánicos usados para 
el control de las relaciones ecológicas que involucren defensa contra los depredadores, 
comunicación entre individuos de la misma especie con fines de apareamiento, caza, 
competición por espacio y comida, entre otras. Estos compuestos además de cumplir algún 
papel ecológico para el organismo productor, son potencialmente aprovechables por 
diferentes industrias, en especial, la farmacéutica debido a la actividad biológica que pueden 
presentar, por ejemplo antibacteriana, antifúngica, antiinflamatoria, antitumoral, etc. 2 
 
En la actualidad, seis compuestos aislados de organismos marinos o inspirados en estos, son 
empleados para el tratamiento de diferentes enfermedades y se comercializan como 
medicamentos2 (Tabla 1-1). Estos ejemplos son la evidencia del potencial que tienen los 
compuestos de origen marino en el desarrollo de medicamentos. 
 
Sin embargo, a pesar de lo promisorio que muestra ser este campo de investigación, esta es 
un área del conocimiento relativamente poco explorada, pues aunque el mar puede resultar 
más diverso que el ambiente terrestre, desde hace solo unas pocas décadas, el desarrollo de 
equipos de buceo y vehículos sumergibles manejados a control remoto, han permitido la 
exploración de estos ecosistemas3. Pese a estos esfuerzos, la aplicación industrial de estos 
compuestos no se ha logrado de manera exitosa, ya que los organismos producen los 
metabolitos secundarios en concentraciones bajas (problema en el suministro).  Por lo tanto, 
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se hace necesario realizar estudios que ayuden a tener en cuenta las variables que afectan la 
producción de compuestos, de tal forma que se genere información básica para intentar 
establecer cultivos de aquellos organismos que lo permitan, para así tener una fuente 
sustentable de dichos metabolitos. 
 
Tabla 1-1 Medicamentos comerciales actuales de origen marino 





ACTIVIDAD: Agente citotóxico; 
provoca la inhibición de la ADN 
polimerasa y la síntesis de ADN.  
Tratamiento para la leucemia 




-conotoxina (Caracol marino 
Conus magnus) 
ACTIVIDAD: Tratamiento para el 
dolor.  Bloquea los canales de Ca 
tipo N 
Esteres etílicos del 
ácido omega-36 
 
Ácidos grasos omega-3 (Peces) 




Ecteinascidina 743 (Tunicado 
Ecteinascidia turbinata) 
ACTIVIDAD: Tratamiento de 
sarcoma de tejido blando y 
pacientes con cáncer de ovario 
sensibles al platino 
Eribulin mesilato8 
 
Halichondrina B (Esponja 
Halichondria okadai) 
ACTIVIDAD: Tratamiento de 
cáncer de seno metastásico para 
pacientes que han sido 
previamente tratados con algún 




Dolastatina 10 (Liebre de mar 
Dolabella auricularia) 
 
ACTIVIDAD Tratamiento para el 
linfoma de Hodgkin 
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1.1 Octocorales, organismos marinos como fuente de 
compuestos con actividad biológica  
 
El phylum Cnidaria comprende cerca de 10000 especies, siendo la segunda fuente más 
grande de productos naturales marinos, después de las esponjas. En la última década cerca 
de 3000 compuestos han sido descritos para este phylum.  La clase más abundante son los 
Anthozoa, de la cual se conocen cerca de 6500 especies y, es la clase con mayor número de 
reportes de compuestos nuevos en los últimos años, destacándose el orden Alcyonacea, en el 
cual los octocorales o corales blandos, son sus principales representantes10.  
 
Los octocorales se caracterizan por tener colores vistosos y sustancias con valor nutricional 
para los depredadores11, sin embargo, la mayoría de estos organismos están libres de 
depredación y no presentan colonización de su superficie. Este comportamiento se relaciona 
con la capacidad para producir compuestos que disuaden tanto a los depredadores como a 
los posibles colonizadores de superficies.  Debido a esto, los octocorales han sido objeto de 
diversos estudios químicos que han podido determinar el gran potencial que presentan sus 
compuestos para el desarrollo de nuevos medicamentos y como disuasores del fouling.  En la 
tabla 1-2, se encuentran algunos ejemplos de compuestos aislados de octocorales que han 
presentado actividad biológica aprovechable por el ser humano11,12. 
 
Tabla 1-2. Compuestos aislados de octocorales con potencial actividad biológica  
NOMBRE Y ACTIVIDAD ESTRUCTURA 
Caliculon A 
Aislado de Eunicea sp. Actividad antituberculosis, 
actividad antimalaria leve y, una actividad citotóxica 
fuerte contra líneas de células leucemia SR, melanoma 
UACC-62 y cáncer renal RXF 39313.  
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Cristaxenicina A 
Aislado de Acanthoprimnoa crisdata. Actividad 




Aislado de Echinomuricea sp. Efecto inhibitorio sobre la 
liberación de elastasa en neutrófilos de humano15. 
 
Briarenolido F 
Aislado del octocoral Briareum sp.. Presenta un efecto 




Aislado de Dichotella gemmacea. En ensayos in vitro 
mostró un potente efecto inhibidor del crecimiento de las 
líneas celulares tumorales A549 y MG6317 
 
1.2 Erythropodium caribaeorum:  
 
E. caribaeorum es un octocoral perteneciente a la familia Anthothelidae que crece en aguas 
someras y en profundidades que van desde 1 m hasta 25 m18,19, en forma incrustante, sobre 
la superficie de corales duros o rocas, en lugar de un esqueleto axial20,21. Habita en el Mar 
Caribe, donde se ha podido observar en: Antillas Menores22,23, Bahamas21, Barbados24-26, 
Belice20,25,27,28, Colombia28-32, Costa Rica28,33, Cuba18,34-37, Dominica38-40, Jamaica27,41-47, 
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México23,27,28,48-50, Panamá 51-53, Puerto Rico54,55, República Dominicana56,57, Tobago 58-61, 
Estados Unidos21,27,41,62-72 y Venezuela19,73-75 (Fig 1-1). 
 




En algunas locaciones, el octocoral E. caribaeorum es el componente dominante de la fauna 
marina21,33,35,48,51,62 y suele crecer junto al octocoral, Briareum asbestinum21 (Fig. 1-2),  con el 
cual presenta características morfológicas similares, por lo que distinguirlos en su medio 
natural requiere de entrenamiento en la morfología y tamaño de los pólipos 59. 
 
E. caribaeorum  al igual que cualquier organismo en el medio marino, se ve sometido a 
competir por espacio, para esto usa sus pólipos con los cuales logra alejar esponjas, 
anemonas de mar y otros cnidarios 31,44,46. Además, de competir por espacio E. caribaeorum 
debe protegerse de los depredadores que se encuentran en el arrecife coralino. Físicamente 
no presenta un esqueleto de carbonato de calcio que pueda brindarle protección. Sin 
embargo, es poco consumido por los depredadores a pesar de ser un coral blando, lo cual se 
ha relacionado con la capacidad que tiene este organismo de producir compuestos que 
actúen como disuasores de depredadores21. 
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Figura 1-2. Erythropodium caribaeorum (izquierda) y Briareum asbestinum (derecha) 
octocorales con características morfológicas similares. Las fotografías muestran colonias con 
los pólipos retraidos. 
  
1.3 Erythropodium caribaeorum: organismo productor de 
diterpenos 
 
El primer estudio en búsqueda de compuestos producidos por E. caribaeorum  fue realizado 
por Ciereszko et al. en 1967, donde fue posible aislar el scillytol (1) y el sulfato de colina (2) 
(Figura 1-3) 43. Estudios posteriores han establecido que E. caribaeorum se especializa en la 
biosíntesis de diterpenos76, principalmente erythrolidos y eleutherobinas. 
 
Figura 1-3 Estructura del scyllitol (1) y el sulfato de colina (2) los primeros compuestos 
aislados de E. caribaeorum. 
 
Los erythrólidos son diterpenos tipo briarano, usualmente, están clorados en la posición seis 
del anillo y pueden presentar de 6 a 11 centros asímetricos (Figura 1-4). Este tipo de 
compuestos fueron aislados inicialmente por el grupo de William Fenical a partir de una 
muestra recolecta en Carrie Bow (Belice). En ese estudio se identificaron los erythrólidos A 
(3) y B (4), (Figura 1-5), ambos presentan cloro dentro de su estructura20. En un estudio 
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posterior, de muestras obtenidas en las Islas Vírgenes y Jamaica, se aislaron  los erythrólidos 
C-I (5-11), además de los compuestos 3 y 4. Todos los compuestos descritos, excepto el 
erythrólido H contienen cloro41.  
 
Figura 1-4 Esqueleto tipo briarano (izquierda) y esqueleto tipo eunicellano (derecha) 
                            
 
Otras muestras recolectadas en Buccoo (Tobago) permitieron la identificación del 
erythrólido K (14), un nuevo compuesto perteneciente al grupo de briaranos, el cual se 
puede obtener por semisíntesis a partir del erythrólido A61. Un estudio realizado sobre 
muestras recolectadas en Jamaica permitió el aislamiento de los erythrólidos A, B, D-F e I, 
junto con nuevos análogos acetilados denominados 3-acetilerythrólido E (15), 3-
acetilerythrólido I (16) y 16-acetilerythrólido H (17)42. Estudios posteriores en especímenes 
de Buccoo y Flying (Tobago) han permitido el aislamiento de los erythrólidos L-Q (19-24), de 
los cuales los erythrólidos M-O no presentan cloro dentro de su estructura. Adicionalmente, 
se identificaron los erythrólidos A-C, F, J y K 58. A partir de muestras de Dominica fueron 
aislados siete nuevos diterpenos, cuatro tipo briarano (erythrólido R (25), erythrólido S 
(26), eythrólido T (27) y erythrólido U (28)), uno tipo erythrano (erythrólido V (29)) y dos 
tipo acuarino (acuarólido B (30) y acuarólido C (31), junto con los erytrólidos A, B, E, H, J, M, 
P, Q y 16-acetilerythrólido H77. Los erythrólidos A y B han demostrado ser los más comunes 
de este tipo de compuestos presentes en especímenes de E. caribaeorum de diferentes 
locaciones. Lo anterior muestra la enorme diversidad de erythrólidos producidos por E. 
caribaeorum y la alta variabilidad entre los diferentes lugares de muestreo. 
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Figura 1-5 Estructura de los compuestos tipo erythrólido aislados de E. caribaeorum
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En cuanto al papel ecológico de estos compuestos se ha determinado que son disuasores de 
la alimentación, específicamente los erythrólidos B y D. Sin embargo, el efecto es mayor 
cuando se encuentran en mezcla con otros erythrólidos, por lo que se habla de un efecto 
sinérgico de estos compuestos21. Sin embargo, poco se sabe de otras posibles aplicaciones 
para estos compuestos. A pesar de la ausencia de estudios es posible esperar que los 
erythrólidos presenten algún tipo de actividad, pues otros briaranos similares han mostrado 
actividad como anticancerígenos, antifouling, antifúngicos, antimicrobianos y antivirales, tal 
y como se muestra en la Tabla 1-3.  
 
Tabla 1-3 Ejemplos de compuestos tipo briarano aislados de una fuente natural con 
actividad biológica 
NOMBRE Y ACTIVIDAD ESTRUCTURA 
Gemmacolido Y 
Aislado del gorgonido Dichotella gemmanacea.  
Actividad citotóxica contra líneas de células 
cancerígenas (MG63); más potente que la 
adriamycina17  
Junceellolido. C 
Aislado del gorgonido Dichotella gemmanacea.  




Aislado del gorgonia Junceella juncea. 
Actividad antifúngica contra Aspergillus niger, 
Candida albicans y Penicillium notatum.79 
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Briacavatolido C 
Aislado del octocoral Briareum asbestinum. 




Aislado del gorgonia Dichotella gemmacea. 
Actividad antimicrobiana contra E. coli, similar 
a la penicilina. 
 
 
Un segundo tipo de diterpenos obtenidos de E. caribaeorum son las eleutherobinas, 
diterpenos que se caracterizan por presentar un esqueleto tipo diterpeno eunicellano, 
glicosidado con una unidad de arabinosa en la posición 15 que puede o no estar acetilada y 
que están esterificados con el ácido N-metilurocánico en la posición 7 (Figura 1-4) 81. 
 
Estos compuestos fueron aislados de E. caribaeorum en un estudio desarrollado por el 
Profesor Raymond Andersen (U. British Columbia, Canadá) en la búsqueda de compuestos 
con actividad antimitótica de organismos marinas. A partir de este estudio, fue posible aislar 
e identificar la eleutherobina (32) previamente aislada del octocoral Eleutherobia sp. 
recolectado en Australia; así como seis nuevos análogos denominados desmetileleutherobina 
(33), desacetileleutherobina (34), isoeleutherobina A (35), Z-eleutherobina (36), 
caribaeosido (37) y caribaeolina (38)81. Estudios posteriores demostraron que la 
eleutherobina, el primero de esta serie de compuestos en ser aislado, corresponde a un 
artefacto de la extracción con metanol y que el producto natural corresponde a la 
desmetileleutherobina38. El estudio de una muestra recolectado en Dominica permitió el 
aislamiento de dos nuevos compuestos llamados: 15-hidroxicaribaeorano (40) y 
caribaeorano (41), así como la sarcodyctina A (42)38, un diterpeno de estructura similar que 
se caracteriza por la ausencia de la subunidad de azúcar, el cual fue aislado inicialmente del 
octocoral del mediterráneo Sarcodyctium roseum. y mostró ser un antimitótico, menos activo 
que la eleutherobina (Figura 1-6) 82. 
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En pruebas in vitro, la eleutherobina mostró actividad citotóxica frente a las líneas celulares 
de carcinoma de colon, carcinoma de colon resistente a multidrogas y carcinoma de ovario. 
La actividad citotóxica está asociada a la estabilización de los microtúbulos en la mitosis, 
mecanismo de acción similar al del Paclitaxel® (39). Adicionalmente, la eleutherobina 
mostró actividad in vitro frente algunas líneas de células cancerígenas que son resistentes a 
este medicamento de uso comercial (Figura 1-7)82-84.   
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Figura 1-7 Estructuras del Paclitaxel ®, medicamento para el tratamiento del cáncer 
 
Con el fin de establecer el potencial de las nuevas eleutherobinas aisladas de E. caribaeorum, 
se evaluó la actividad antimitótica de estos compuestos. De acuerdo a los resultados 
obtenidos, se obtuvo que: 1) La desmetileleutherobina y la isoeleutherobina A, presentan una 
mayor actividad que la eleutherobina; 2) La Z-eleutherobina presenta una actividad 
comparable a la eleutherobina; 3) La desacetileleutherobina es ligeramente menos activa que 
la eleutherobina y 4) El caribaeosido y la caribaeolina son significativamente menos activos. 
Estos resultados ayudaron a determinar que los sectores comprendidos entre el carbono 
once y trece, el carbono 8 y, el carbono 2’ y 3’ son lugares importantes de unión de este tipo 
de moléculas a la tubulina 81,85-87.   
 
Estudios de actividad in vivo sobre ratones que presentaban carcinoma de células escamosas, 
a los cuales se les inyectó desmetileleutherobina, mostraron que con la dosis administrada no 
hubo un efecto tóxico y que cerca del 90% de las células tumorales murieron 85. 
 
Sin embargo, a pesar de lo promisoria que resultó ser la eleutherobina en pruebas in vitro, no 
fue posible hacer las pruebas in vivo de esta molécula, ya que se encuentra en bajas 
concentraciones en los octocorales del género Eleutherobia y este organismo es poco 
abundante y de difícil recolección88. Como una posible solución al problema del suministro de 
esta molécula, diferentes grupos han intentado la síntesis total de la eleutherobina, y de 
algunos análogos, cuyos resultados, aunque exitosos mostraron un rendimiento global bajo, 
para las cantidades requeridas 89-94 
 
Además de eleutherobinas y erythrólidos, E. caribaeorum es la fuente de un sesquiterpeno 
espirobicíclico poco usual denominado erythrodieno (13), el cual fue aislado de un 
espécimen de E. caribaeorum recolectado en Chub Cay, Bahamas.  Este compuesto es el 
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primero de su clase reportado en un organismo marino 95. Aunque para el erythrodieno hasta 
el momento no ha sido posible establecer algún tipo de papel ecológico o actividad biológica 
su estructura inusual ha llamado la atención de grupos de síntesis, reportando hasta el 
momento tres rutas de sintéticas para la obtención de este compuesto (Figura 1-8) 96. 
 
Figura 1-8 Estructura del sesquiterpeno erythrodieno 
 
 
Ante este panorama la obtención de compuestos a partir de E. caribaeorum, resulta de 
interés, pues estos compuestos se encuentran a concentraciones realtivamente altas, con 
mayor diversidad química pues produce una serie de compuestos estrechamente 
relacionados a la eleutherobina y un gran número de erythrólidos. Adicionalmente, es un 
octocoral de amplia distribución en el caribe y fácil recolección81  
 
Una de las opciones para la obtención de los compuestos de interés aquí mencionados es el 
cultivo en acuarios de E. caribaeorum, una vía de producción de bajo impacto en la salud del 
arrecife coralino. La generación de cultivos de organismos marinos es un enorme reto 
científico y técnico, ya que es complejo imitar las condiciones naturales en las cuales estos 
organismos crecen. Son muchas las variables para tener en cuenta y el lograr un óptimo 
crecimiento de estos organismos, lo cual tampoco garantiza la producción de los compuestos 
de interés. 
 
Sin embargo, E. caribaeorum, es uno de esos pocos invertebrados marinos que se ha logrado 
hacer crecer en un acuario. El cultivo en acuarios de E. caribaeorum permitió la detección del 
erythrolido A y B, así como de eleutherobinas, además de un nuevo compuesto denominado 
acuarólido A (18) diterpeno del tipo acuariano, relacionado con el esqueleto típico de los 
briaranos (erythrólidos), seguido por dos rearreglos secuenciales: di-π- metano y vinil-
ciclopropano.  Este compuesto mostró actividad leve en un ensayo in vitro contra  la línea 
celular de cáncer de seno humano MCF-797. 
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1.4 Erythropodium caribaeorum en Colombia 
 
En Colombia, se ha reportado la presencia de E. caribaeorum en aguas del Caribe en la bahía 
de Santa Marta 32, Islas del Rosario 31, Providencia 28, Isla Arena 30  y Golfo de Urabá 29 (Figura 
1-9).  Los estudios que se han realizado de este organismo corresponden principalmente a 
investigaciones que buscaban conocer las poblaciones presentes en arrecifes coralinos 
ubicados en estos lugares 29,30,32, así como conocer organismos con los cuales E. caribaeorum 
debe competir por espacio 31. 
 
Figura 1-9 Lugares en el Mar Caribe colombiano donde habita E. caribaeorum 
 
 
El único estudio de la composición química de una muestra de E. caribaeorum recolectada en 
la bahía de Santa Marta, determinó la presencia eleutherobina, desmetileleutherobina, así 
como un compuesto tipo eleuthesido que no fue plenamente identificado. También se pudo 
determinar la presencia del erythrolido D y una mezcla compleja de otros erythrolidos 98. 
 
Con el antecedente de la importancia de los diterpenos producidos por E. caribaeorum, 
además, con la información de que este octocoral se ha encontrado en diversas locaciones de 
los arrecifes coralinos colombianos, y con el ánimo de caracterizar los compuestos 
producidos por este octocoral, en el presente trabajo se buscó realizar la identificación de 
diterpenos que han sido previamente reportados en E. caribaeorum usando estrategias de 
derreplicación, así como el aislamiento de compuestos a partir de la muestra que presente la 
mayor diversidad metabólica. Adicional a esto, se plantea evaluar la influencia del lugar de 
recolección en esta diversidad metabólica, usando herramientas metabolómicas; con el fin de 
contribuir al conocimiento que se tiene acerca de este octocoral.  
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2. Derreplicación en muestras de 
Erythropodium caribaeorum 
2.1 Introducción 
Dentro de los objetivos principales de los estudios de la composición química de extractos de 
origen natural está la búsqueda de compuestos novedosos y la evaluación de la actividad 
biológica de estos compuestos. Sin embargo, con el paso de los años, las investigaciones en 
productos naturales han generado un gran volumen de información en cuanto al número de 
compuestos y las actividades biológicas de estos. Al día de hoy, uno de los principales 
problemas en la búsqueda de compuestos de origen natural es el aislamiento reiterado de 
compuestos conocidos, los cuales o ya tienen actividad biológica descrita o bien podrían no 
ser activos, razón por la cual su aislamiento reduce el impacto deseado en la investigación y 
genera un gasto innecesario de tiempo y recursos1. Ante este panorama, es necesario 
plantear estrategias de derreplicación para lograr la identificación de compuestos conocidos 
desde fracciones o extractos crudos, antes de iniciar su  aislamiento y la elucidación 
estructural. En el presente capítulo se muestra el desarrollo de una estrategia de 
derreplicación para fracciones obtenidas a partir de muestras del octocoral E. caribaeorum 
recolectado en tres locaciones del Caribe colombiano, con el fin de determinar cual muestra 
podría contener nuevos compuestos e identificar en mezcla algunos de los compuestos que 
han sido aislados previamente en este octocoral. 
2.1.1 Derreplicación, estrategia que permite la identificación de 
compuestos conocidos en mezcla. 
 
Los extractos provenientes de plantas, organismos marinos y microorganismos constituyen 
una fuente invaluable de nuevos compuestos biológicamente activos, que pueden llegar a ser 
empleados, por ejemplo, por la industria farmacéutica como medicamentos o como 
cosméticos.  
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Hasta el año 2013 cerca de 246000 compuestos han sido descritos de la naturaleza, y en 
promedio cada año 4000 nuevos compuestos son descubiertos1. El mayor reto en la 
búsqueda de nuevos compuestos es la extrema complejidad que presentan los extractos de 
origen natural, ya que contienen un gran número de moléculas diversas en su estructura, con 
propiedades físicas y químicas diferentes y en concentraciones variadas, algunas veces 
indetectables por las técnicas analíticas estándar.  
En la actualidad, las técnicas analíticas han mejorado su eficacia para la purificación de 
compuestos y son más accesibles. Sin embargo, el proceso de obtención de un compuesto 
puro puede tomar desde días hasta varios meses o incluso años y en ocasiones, este proceso 
dispendioso permite la recuperación de compuestos que ya han sido previamente aislados. 
Por lo tanto, para acelerar el descubrimiento de nuevas moléculas y evitar el aislamiento de 
compuestos conocidos, es importante discriminar moléculas conocidas en las etapas iniciales 
de la purificación. Este proceso es conocido como derreplicación. La derreplicación permite 
el uso eficiente de recursos humanos y financieros para que los esfuerzos se centren en el 
descubrimiento de nuevos compuestos, a través de comparación de la distribución 
quimiotaxonómica, actividad biológica, propiedades químicas y/o propiedades físicas, de los 
compuestos presentes en una mezcla1-3. 
La técnica analítica más empleada en las estrategias de derreplicación es la cromatografía, 
bien sea cromatografía líquida4 o cromatografía de gases5 acopladas a detectores selectivos 
de masas. Con la información que se pueda extraer del espectro de masas, junto con la del 
espectro ultravioleta (en el caso de HPLC-DAD) y la clasificación taxonómica del organismo 
objeto de estudio (en caso de que se disponga de esta información), se compara en bases de 
datos bien sea internas o externas, con el ánimo de identificar los compuestos conocidos y 
enfocar los esfuerzos de aislamiento en los compuestos no reportados en las bases de datos.  
Entre las bases de datos más reconocidas, algunas de ellas de libre acceso, se encuentran 
AntiMarin, AntiBase, Dictionary of Natural Products, MarinLit, Scifinder, Chemspider, 
Beilstein entre otras4. Las búsquedas se pueden hacer por medio de descriptores como la 
formula molecular, datos de espectrometría de masas como el ion molecular o 
pseudomolecular, datos de RMN-1H y -13C, UV o combinaciones de estos datos. 
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2.1.2 Aplicación de estrategias de derreplicación en muestras de 
origen natural 
La derreplicación es una estrategia que ha sido empleada en el estudio de muestras de 
plantas, organismos marinos y microorganismos. Un ejemplo del uso de las estrategias de 
derreplicación es el realizado por Cordell et al. en el cual emplearon HPLC-MS-ESI y ensayos 
de actividad contra líneas de células cancerígenas sobre los extractos de la fruta de 
Semecarpus anacardium, las raíces de Begonia parviflora y Acnistus arborescens. Con los datos 
obtenidos se realizaron comparaciones con las bases de datos NAPRALERT y Dictionary of  
Natural Products y se lograron identificar 2, 4 y 1 compuestos, respectivamente6. 
Usando HPLC-ESI-MS, MS/MS y el tiempo de retención como estrategia de derreplicación 
sobre los extractos en acetato de etilo de la corteza y las hojas de Fichus coronata, se 
identificaron 18 compuestos conocidos, de los cuales 8 fueron identificados por comparación 
de los datos espectroscópicos y tiempos de retención con patrones. Adicionalmente, 28 
compuestos no presentaron coincidencias con las bases de datos y, uno fue aislado y 
posteriormente identificado como 7-(1,1-dimetilaliloxi)cumarina7. 
En los organismos marinos, las estrategias de derreplicación también han sido ampliamente 
empleadas. Como ejemplo, un estudio realizado sobre tres especies del género Lyngbya, 
usando espectrometría de masas en imágenes, determinó la presencia de compuestos 
halogenados, péptidos conocidos, junto con la detección de otros compuestos desconocidos 
desde el filamento de la cianobacteria, permitiendo no solo la selección de los compuestos a 
aislar sino también la identificación del organismo productor, trabajo que usualmente podría 
llevar años de investigación debido a la complejidad de las comunidades de cianobacterias8. 
Un segundo ejemplo es el trabajo realizado por Días et al. para la derreplicación del extracto 
crudo del alga marina Laurencia filiformis, empleando HPLC-RMN. La derreplicación permitió 
la identificación de dos nuevos compuestos (cicloisoalolaurinterol e isoalolaurinterol)9 a 
partir de una muestra de algas perteneciente a un género ampliamente estudiado en el 
mundo, mostrando así que incluso muestras que pudieron haber sido previamente 
estudiadas en otros trabajos son susceptibles de volver a ser reexaminadas buscando aislar 
los compuestos que no habían sido reportados previamente. 
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2.1.3 Aplicación de estrategias de derreplicación en muestras de 
E. caribaeorum 
E. caribaeorum, es un octocoral caribeño de amplia distribución que ha demostrado ser un 
productor de diterpenos muy prolífico, específicamente de erythrólidos y eleutherobinas10. 
Como se estableció en el capítulo 1 de este trabajo, los erythrólidos, diterpenos de la familia 
de los briaranos, son compuestos importantes por su diversidad estructural y por su 
actividad biológica. El gran número de estudios de este octocoral en diferentes localidades 
del mar Caribe11-17 muestra, que la descripción de compuestos nuevos puede estar 
relacionado con las variaciones en la localidad de recolección, al igual que para el caso de 
especies de octocorales del género Eunicea18 y del género Antillogorgia19, razón por la cual el 
estudio de muestras de E. caribaeorum recolectado en el caribe Colombiano podría conducir 
a encontrar nuevos compuestos de una especie ampliamente estudiada. En Colombia se ha 
reportado la presencia de este octocoral en el mar Caribe en varias localidades, entre ellas 
Santa Marta, Islas del Rosario, San Andrés y Providencia20-24.  
Sin embargo, así como se podrían encontrar compuestos novedosos, son varios los artículos 
que describen el aislamiento, en muchos casos reiterado de los cerca de 22 erythrólidos 
como es el caso del erythrólido A, B y E 11-16,25-28. Por esta razón el abordaje de un estudio 
químico tradicional, sin considerar la enorme posibilidad de encontrar solo compuestos 
conocidos, resulta poco adecuada, y requiere de la implementación de nuevas herramientas, 
tales como la derreplicación.  
Así, en este capítulo se presenta el desarrollo de una estrategia de derreplicación aplicada a 
ocho muestras de este octocoral obtenidas en tres diferentes localidades del Caribe 
colombiano, que permitirá determinar en las etapas iniciales del estudio químico, la 
presencia de diterpenos conocidos, la presencia de diterpenos posiblemente nuevos, al 
tiempo que permitirá determinar cuál de las muestras presenta la mayor diversidad 
metabólica, expresada en el número de compuestos detectados. 
2.2 Materiales y métodos 
2.2.1 Reactivos 
Para la extracción se empleó diclorometano y metanol grado analítico (Merck, Darmstadt, 
Alemania). Para el fraccionamiento de los extractos se usaron: hexano, diclorometano, 
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acetato de etilo y metanol, grado analítico (Merck, Darmstadt, Alemania).  Para el análisis por 
HPLC-HRMS se empleó acetonitrilo y agua grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).  
2.2.2 Equipos 
Los análisis de cromatografía líquida de alta eficiencia acoplada a un detector de arreglo de 
diodos (HPLC-DAD) fueron realizados en un equipo Agilent® Technologies Serie 1260, el 
cual cuenta con bomba cuaternaria, autoinyector y horno para la columna. 
Los análisis de HPLC-HRMS fueron realizados en un equipo LCMS-IT-TOF (Shimadzu®), 
usando una interfase de ionización por electrospray (ESI); el gas de nebulización fue 
nitrógeno a un flujo de 1,5 L/min, el voltaje de la fuente de ionización fue de 2,0 kV, y la 
temperatura del CDL fue de 250°C. Se registraron iones entre 100 y 2000 u en modo positivo 
y negativo.  
2.2.3 Muestras de E. caribaeorum 
La recolección de las muestras se realizó mediante buceo autónomo SCUBA, en la bahía de 
Santa Marta, en el mar de las islas de Providencia-Santa Catalina y en Islas del Rosario, 
durante el periodo comprendido entre 2010-2013 como se indica en la Tabla 2-1. Las 
muestras fueron congeladas inmediatamente de su recolección y así enviadas por vía aérea al 
laboratorio en la ciudad de Bogotá. La identificación de las muestras fue realizada por la 
Profesora Mónica Puyana de la Universidad Jorge Tadeo Lozano. Un voucher de cada una de 
las muestras reposa en nuestra colección de octocorales. 
Tabla 2-1. Información de recolección de las muestras empleadas en este estudio 
N° MUESTRA UBICACIÓN PROFUNDIDAD (m) FECHA (dd/mm/aa) 
1 Sta. Catalina (Cay) 6 16/07/2012 
2 Sta. Catalina (Lawrence) 1.5 28/02/2013 
3 Sta. Catalina (Lawrence) 1.5 28/02/2013 
4 Providencia (Convento) 7.5 16/07/2012 
5 Sta. Marta (Punta Venado) 4.5  10/12/2011 
6 Sta. Marta (Punta Venado) 6 06/09/2010 
7 Islas del Rosario (Botellas) 4.5 20/09/2012 
8 Islas del Rosario (Pavitos) 17 22/09/2012 
28 Evaluación del contenido de diterpenos del octocoral Erythropodium caribaeorum en el Caribe colombiano 
 
2.2.4 Extracción y fraccionamiento 
Las muestras, luego de su arribo al laboratorio, fueron liofilizadas y posteriormente se 
extrajeron por maceración con una mezcla de diclorometano/metanol en proporción 1:1, 
tres veces. Para cada muestra por aparte, los extractos obtenidos fueron combinados y 
concentrados en rotavapor. Posteriormente, cada uno de los ocho extractos se sometió a 
partición líquido-líquido con una mezcla de diclorometano/agua, para así obtener la fracción 
acuosa y la fracción orgánica, con la cual se siguió el estudio.  
Se tomaron 100 mg de la fracción orgánica de cada muestra, los cuales fueron sometidos a un 
fraccionamiento sobre un cartucho de extracción en fase solida (Diol-capacidad máxima de 
100 mg), utilizando como fase móvil mezclas de polaridad creciente Hexano/AcOEt 8:2 
(Fracción 1), Hexano/AcOEt 1:1 (Fracción 2), AcOEt 100% (Fracción 3), AcOEt/MeOH 1:1 
(Fracción 4) y MeOH 100% (Fracción 5), para obtener un total de 5 fracciones por muestra, 
las cuales fueron secadas en un rotavapor y almacenadas en un congelador a -4°C hasta el 
momento de su análisis. 
2.2.5 Análisis cromatográficos  
De cada una de las fracciones se prepararon soluciones de concentración 1 mg/mL, de las 
cuales se inyectaron 30 μL para los análisis por HPLC-MS y 50 μL para los análisis por HPLC-
DAD, usando inyector automático. El análisis se realizó empleando una columna analítica 
Zorbax Eclipse plus (Agilent®, 100 mm x 4,60 mm d.i. x 3,5μm de tamaño de partícula) a un 
flujo de 0,7 mL/min y a una temperatura de 25°C. Para la separación se empleó un gradiente 
de ACN/H2O el cual inicia con ACN/H2O 30:70 por 5 min, seguido por un primer gradiente 
hasta ACN/H2O 50:50 en 15 min, seguido de un segundo gradiente hasta ACN 100% en 10 
min, manteniendo ACN 100% por 10 min más. 
2.2.6 Programas para el procesamiento de datos cromatográficos, 
de EM y UV  
Los resultados obtenidos por HPLC-MS fueron analizados con el programa LCsolutions serie 
LabSolutions Workstation (Shimadzu), para la visualización de los cromatogramas de iones 
totales, así como, la obtención de los espectros de masas de cada uno de los picos 
cromatográficos obtenidos.  El programa Chemstation (Agilent) se usó para la visualización 
de los cromatogramas y el espectro ultravioleta de los picos cromatográficos obtenidos. Para 
Capítulo 2. Derreplicación en muestras de Erythropodium caribaeorum 29 
 
la derreplicación se utilizó la base de datos Antimarin, especializada en compuestos de origen 
marino;  y Scifinder, en la cual se buscó información específica sobre E. caribaeorum 
2.2.7 Análisis de datos  
A pesar de que la derreplicación se ha empleado en varios trabajos de investigación en 
productos naturales, son muy pocos los textos que describen en detalle el procedimiento 
para realizar la derreplicación, razón por la cual, en este capítulo se describirá en detalle 
dicho procedimiento29. 
 Determinación de picos cromatográficos que no corresponden a la muestra 
Como primer paso en el tratamiento de datos, es necesario eliminar aquellas señales que son 
originadas por el solvente, la columna o el equipo y no por la muestra.  Para esto, fue 
necesario analizar por HPLC-MS y HPLC-DAD un blanco de metanol en la columna que se 
usaría posteriormente para los análisis. De acuerdo a los cromatogramas obtenidos en la 
región entre 0-1.3 min aparece la señal del solvente, por lo cual, esta región no se tuvo en 
cuenta ni para el proceso de derreplicación de este capítulo ni el para análisis metabolómico 
(capítulo 3). 
 Determinación de la posible masa molecular de los picos cromatográficos 
obtenidos. 
Los cromatogramas de iones totales obtenidos por HPLC-MS de las 24 fracciones (3 
fracciones de cada una de las 8 muestras), fueron analizados usando el programa LCsolutions 
serie LabSolutions Workstation (Shimadzu) para obtener los espectros de masas en el modo 
positivo y/o negativo de todos los picos cromatográficos presentes. A partir de esto fue 
posible establecer de manera manual, es decir, sin el uso de software para la filtración y 
deconvolución de datos, la masa de los iones pseudomoleculares [M+H]+ y [M-H]-, y los 
adúctos formados para cada pico cromatográfico. En el modo positivo los aductos observados 
fueron [M+Na]+ y/o [M+K]+ y en el modo negativo se observaron principalmente los aductos  
[M+Cl]- y/o [M-HCl-H]-, los cuales son los más comunes de formarse cuando se usa como 
método de ionización electrospray (ESI)30.   
 La masa molecular de los picos cromatográficos obtenidos se propuso basándose en la 
observación de los iones pseudomoleculares y los aductos presentes en el espectro de masas 
tanto en modo positivo como negativo. Para un pico cromatográfico, el análisis de los grupos 
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de iones (en modo positivo los iones [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+ y en modo negativo [M-H]-, 
[M+Cl]- [M-HCl-H]-) permiten proponer la masa molecular del compuesto presente en el pico 
analizado. 
Figura 2-1. Espectros de masas en modo positivo (arriba) y en modo negativo (abajo) para el 
pico cromatográfico en 15,9 min de la muestra 5 
 
Un ejemplo de este proceso se puede observar en la Figura 2-1, en la cual se muestra el 
espectro de masas en modo positivo y negativo para el pico cromatográfico en 15,9 min, del 
análisis de la fracción 2 para la muestra 5, recolectada en la Bahía de Santa Marta.  En el 
espectro en modo positivo se observan dos iones con m/z 561 y 577, la diferencia entre estas 
dos señales es de 16, diferencia que se observa entre los aductos con potasio y sodio, por lo 
tanto se puede proponer que el ion con m/z 561 corresponde al [M+Na]+ y el ion m/z 577 al  
[M+K]+; en el modo negativo se observaron dos iones con m/z 537 y 573, la diferencia entre 
estas dos señales es de 36, la cual corresponde a la diferencia entre el aducto [M+Cl]- y el ion 
pseudomolecular [M-H]-, por lo tanto se propone que el ion con m/z 537 es el aducto [M-H]-  y 
el ion con m/z 573 es el [M+Cl]-. Al realizar este proceso con cada uno de los aductos 
encontrados, se obtiene que el resultado es el mismo para los dos modos de análisis (positivo 
y negativo), y que la masa molecular para ese pico cromatografico es de 538. 
De esta forma se construyó una tabla en la cual, a cada señal cromatográfica se le asignaba el 
tiempo de retención y la posible masa molecular. En algunos casos se observó la coelución de 
dos o tres compuestos en un mismo pico, basados en los patrones de iones 
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pseudomoleculares y sus aductos, lo cual se interpretó como compuestos con masas 
diferentes que tenían un mismo tiempo de retención. 
 Derreplicación de los diterpenos previamente aislados de E. caribaeorum, en las 
ocho muestras del Caribe colombiano 
 
En todo proceso de derreplicación en el cual se conoce información de la clasificación 
taxonómica las comparaciones se inician con los compuestos reportados para aquellos 
organismos que guarden relaciones de clasificación con la muestra objeto de estudio1. Para el 
presente caso, teniendo en cuenta el criterio mencionado, la identificación de los picos que 
corresponden a diterpenos conocidos se inicia por medio de la comparación de las masas 
moleculares obtenidas experimentalmente, con las almacenadas en las bases de datos 
Antimarin  y Scifinder para el octocoral E. caribaeorum.   
Con el fin de obtener un menor número de posibles fórmulas de diterpenos y así aumentar la 
probabilidad de la identificación de compuestos conocidos, además de la observación del ion 
pseudomolecular, la formación de aductos y la propuesta de masa molecular previamente 
descritas, solo se tuvieron en cuenta aquellas fórmulas que con la masa obtenida 
experimentalmente presentaran un error por debajo de las 40 ppm al ser comparadas con las 
masas de compuestos previamente aislados de E. caribaeorum. Adicionalmente, apoyados en 
que buena parte de los compuestos reportados para E. caribaeorum presentan cloro en su 
estructura (erythrólidos), se consideró el patrón isotópico característicos de compuestos 
clorados como criterio para la identificación por derreplicación. Como último criterio, se 
empleó el espectro UV obtenido por HPLC-DAD para proponer la posible identidad de 
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Figura 2-2 Esquema de la metodología para la identificación por derreplicación de 
compuestos previamente reportados para E. caribaeorum 
 
2. 3 Resultados y discusión  
Las fracciones 1 (Hexano/AcOEt 8:2), 2 (Hexano/AcOEt 1:1) y 3 (AcOEt 100%) de cada una 
de las 8 muestras, fueron seleccionadas para los estudios de derreplicación, ya que en estas 
es donde se encuentran la mayor parte de los metabolitos de acuerdo al rendimiento 
obtenido. Adicionalmente, estas fracciones eran las que contenían los diterpenos de interés 
de acuerdo a espectros de RMN-H tomados a cada muestra (Anexo A). Las muestras fueron 
analizadas por HPLC-HRMS y HPLC-DAD para la obtención de los datos, los cuales fueron 
analizados para la obtención de las posibles fórmulas de los compuestos detectados. 
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2.3.1 Determinación de la posible masa molecular de los picos 
cromatográficos obtenidos 
Como primer paso, se determinó la posible masa molecular de todos los picos 
cromatográficos obtenidos. Cada masa molecular obtenida se propone como un posible 
compuesto. En este punto vale la pena aclarar que los compuestos propuestos para cada 
muestra no son exclusivamente diterpenos, y se incluyen toda señal que podría representar 
un compuesto orgánico de origen natural. Un resumen de los resultados obtenidos en esta 
primera etapa se pueden observar en la Figura 2-3. 
Figura 2-3 Número de compuestos observados en las fracciones 1, 2 y 3 en las ocho 
muestras de E. caribaeorum 
 
De acuerdo  a los resultados obtenidos, se propone la presencia de 54 compuestos para la 
muestra 1, 58 para la muestra 2, 68 para la muestra 3, 51 para la muestra 4, 80 para la 
muestra 5, 87 para la 6, 53 para la 7 y 21 para la muestra 8, siendo las fracciones 2 (rojo) y 3 
(verde)  las que presentan la mayor cantidad de compuestos. Adicionalmente, la gráfica 
indica que las muestras de Santa Marta (5 y 6) son las que presentan una mayor riqueza 
metabólica de acuerdo al número de compuestos propuestos. La fracción 1 (azul) mostró en 
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términos generales un número bajo de compuestos, excepto en el extracto de la muestra 8. 
Esta fracción esta principalmente constituida por ácidos grasos de acuerdo al análisis del 
espectro de RMN-1H (Anexo A). 
2.3.2 Derreplicación de los diterpenos previamente aislados de E. 
caribaeorum, en las ocho muestras del Caribe colombiano 
 
La derreplicación de diterpenos previamente aislados de E. caribaeorum en las ocho 
muestras estudiadas, permitió determinar la presencia de 90 compuestos con masas que 
coinciden con los erythrólidos reportados (Figura 2-4). Teniendo en cuenta que se han 
reportado hasta el momento 28 erythrólidos en literatura11-17, el análisis anterior muestra 
que hay un total de 62 iones que corresponden a compuestos posiblemente nuevos para la 
especie en el total de muestras analizadas, muchos de ellos podrían ser isómeros de los 
erythrólidos conocidos.  Los iones de estos erythrólidos fueron identificados en las fracciones 
2 y 3, las cuales de acuerdo al análisis del espectro de RMN-1H mostraron estar compuestas 
por erythrólidos (ANEXO A).  
Los resultados presentados en la Figura 2-4, indican que para la muestra 1 de los 54 
compuestos propuestos en la Figura 2-3, 20 presentan coincidencias con diterpenos 
previamente reportados en E. caribaeorum. y 34 compuestos sin coincidencia lo cual se 
relaciona con una alta capacidad de producir metabolitos diferentes y una mayor 
oportunidad de encontrar compuestos nuevos. El mismo análisis para la muestra 2 indica 
coincidencia de 24 compuestos y 34 compuestos no descritos previamente. Para la muestra 3 
se encuentran 31/37, para la muestra 4 la relación fue de 25/26, para la muestra 5 34/46, 
para la muestra 6 se obtiene una relación 34/53, para la muestra 7 una relación 0/53, y para 
la muestra 8 0/21. El anterior análisis indica que las muestras de Santa Marta presentaron un 
mayor número de posibles erythrólidos que los detectados en las muestras de Providencia y 
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Figura 2-4. Número de posibles erythrólidos presentes en las muestras de E. caribaeorum 
 
Con respecto a las muestras de Islas del Rosario, estas no mostraron iones que coincidieran 
con las masas de ningún erythrólido antes reportado y la muestra 7 presento una alta 
diversidad metabólica, comparable con la observada en las muestras de Santa Marta. Este 
hecho podría indicar que estas muestras producen otro tipo de erythrólidos nunca antes 
descrito para la especie, sugiriendo una diferencia en la expresión metabólica que se podría 
deber al efecto de las condiciones ambientales, lo cual generaría un quimiotipo 
completamente diferente a los otros observados en el Caribe, sin embargo, está propuesta 
deberá ser corroborada en estudios posteriores que involucren estudios de la composición 
química y estudios taxonómicos y moleculares de los octocorales muestreados. El gran 
número de estudios de este octocoral en diferentes localidades del mar Caribe muestran, que 
el descubrimiento de compuestos nuevos puede estar relacionado con las variaciones en la 
localidad de muestreo, al igual que para el caso de especies de octocorales del Género 
Eunicea18 y del género Antillogorgia19, razón por la cual el estudio de muestras de E. 
caribaeorum recolectado en el caribe Colombiano podría conducir a encontrar nuevos 
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Continuando con el análisis de los resultados observados en la Figura 2-4, es posible 
clasificar los compuestos detectados en 3 grupos: 
Grupo 1: Un compuesto que presenta un único pico cromatográfico y una fórmula molecular 
que coincide con uno o dos erythrólidos (Tabla 2-2). Este caso describe los compuestos que 
pueden ser tentativamente identificados por derreplicación. Por ejemplo, el compuesto con 
un tiempo de retención de 18,5 min encontrado en las muestras 4 y 5, presenta una formula 
molecular C28H33O12Cl, la cual, puede corresponder al erythrólido L o al 3-acetilerythrolido I y 
así resulta menos probable que sea un compuesto nuevo. En las demás muestras o en otro 
tiempo de retención diferente no existe otro compuesto que presente esta misma fórmula 
molecular. Los otros casos que están en este grupo corresponden a los erythrólidos M y O, los 
cuales pueden observarse en la Tabla 2-2. Nuevamente, la posibilidad de que en este grupo se 
encuentre un nuevo compuesto para la especie es baja. Así, la posible identidad del pico con 
tiempo de retención 23,9 min y fórmula molecular C32H44O13 es la del erythrólido M, presente 
en las muestras 4, 5 y 6. De otro lado, se propone que la identidad del pico con tiempo de 
retención 16,5 min y fórmula C29H40O13 es la del erythrólido O, presente en la muestra 2. 
Finalmente, la identidad del pico en 18,5 min, encontrado en las muestras 4 y 5 podrá 
corresponder con la del erythrólido L o el acetilerythrólido I, pero para confirmarlo se 
requiere al menos de su aislamiento para la toma de espectros RMN-1H. 
Tabla 2-2. Un compuesto que presenta un único pico cromatográfico y una fórmula molecular 
que coincide con uno o dos erythrólidos. (El error es calculado, como el promedio de los 











C28H33O12Cl 18.5 Muestra 4 3 3-acetilerythrólido I 
Erythrólido L Muestra 5 32 
C32H44O13 23.9 Muestra 4 5 Erythrólido M 
Muestra 5 33 
Muestra 6 9 
C29H40O13 16.5 Muestra 2 8 Erythrólido O 
 
Grupo 2. Compuestos isoméricos caracterizados por tener una misma fórmula molecular 
predicha pero con diferentes tiempos de retención (Tabla 2-3). Estos compuestos representan 
isómeros de compuestos conocidos. Un ejemplo de estos son los tres compuestos con 
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fórmula molecular predicha C26H32O11 observados en la muestra 6 con tiempos de retención  
10,7 min, 12,1 min y 12,5 min. Esta fórmula coincide con la reportada para el 16-
acetilerythrólido H, indicando que se trata de 3 isómeros, al menos dos de ellos compuestos 
nuevos. Sin embargo, por la ausencia de patrones para determinar su tiempo de retención o 
patrones de fragmentación por MS/MS, no es posible identificar cuál de los tres compuestos 
corresponde al 16-acetilerythrólido H por lo que estos compuestos deberían ser aislados 
para realizar análisis por RMN y EM que permitan su identificación.  Los demás compuestos 
que están presentes en este grupo pueden observarse en la tabla 2-3 
 
Tabla 2-3. Compuestos isoméricos caracterizados por tener una misma fórmula molecular 
predicha pero con diferentes tiempos de retención (El error es calculado, como el promedio de 
los errores obtenidos para los aductos observados) 
Fórmula 
molecular 






Posible (s) compuesto 
(s) 
C26H32O11 10.7 Muestra 6 6 16-acetilerythrólido H 
12.1 Muestra 6 8 
12.5 Muestra 6 11 
C24H30O10 
 
2.6 Muestra 1 35 Erythrólido H 
3.0 Muestra 1 37 
Muestra 2 24 
3.3 Muestra 1 32 
Muestra 2 31 
4.2 Muestra 1 29 
Muestra 2 10 
Muestra 4 32 
4.4 Muestra 1 28 
Muestra 2 12 
Muestra 4 33 
C35H48O17 18.0 Muestra 5 11 Erythrólido J 
18.5 Muestra 5 17 
19.9 Muestra 6 4 
20.4 Muestra 3 19 
Muestra 4 5 
Muestra 5 29 
Muestra 6 7 
20.8 Muestra 6 7 
 C32H44O14 18.0 Muestra 5 13 Erythrólido N 
18.4 Muestra 5 13 
19.9 Muestra 6 5 
20.3 Muestra 5 31 
C24H33O9Cl 
 
12.0 Muestra 5 26 Erythrólido P 
12.3 Muestra 5 14 
14.6 Muestra 1 34 
Muestra 2 8 
Muestra 3 23 
Muestra 6 6 
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14.9 Muestra 1 33 
Muestra 2 9 
C26H35O10Cl 17.4 Muestra 2 18 Erythrólido Q 
17.7 Muestra 1 22 
Muestra 2 8 
C33H46O16 6.5 Muestra 5 13 Erythrólido S 
6.8 Muestra 5 10 
7.7 Muestra 5 8 
8.2 Muestra 5 14 
8.4 Muestra 5 14 
8.9 Muestra 5 17 
9.2 Muestra 1 37 
Muestra 3 31 
Muestra 5 12 
9.7 Muestra 2 8 
10.3 Muestra 3 31 
10.6 Muestra 2 4 
Muestra 3 19 
Muestra 5 12 
Muestra 6 19 
11.0 Muestra 5 15 
11.9 Muestra 3 23 
12.2 Muestra 1 17 
12.4 Muestra 1 32 
Muestra 4 32 
Muestra 5 20 
12.9 Muestra 3 20 
13.5 Muestra 5 18 
Muestra 6 10 
13.9 Muestra 2 3 
Muestra 3 16 
Muestra 4 38 
Muestra 5 16 
14.1 Muestra 2 3 
Muestra 3 24 
Muestra 4 34 
Muestra 5 19 
14.6 Muestra 6 7 
15.5 Muestra 4 35 
Muestra 6 8 
15.9 Muestra 4 32 
Muestra 6 6 
16.2 Muestra 4 36 
16.6 Muestra 4 35 
Muestra 6 6 
17.0 Muestra 4 32 
 
Los compuestos del grupo 2 (Tabla 2-3) representan la mayor probabilidad de encontrar 
compuestos nuevos en este estudio. Como ejemplo de esto, además de los isómeros antes 
mencionados, se observan cinco posibles compuestos cuya fórmula estructural predicha 
coincide con la del erythrólido H en las muestras 1, 2 y 4; cinco isómeros del erythrólido J en 
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las muestras 3, 4, 5 y 6; cuatro isómeros del erythrólido N en las muestras 5 y 6;  cuatro 
isómeros del erythrólido P en las muestras 1,2,3, 5 y 6; dos isómeros del erythrólido Q en las 
muestras 1 y 2 y finalmente 24 isómeros del erythrólido S, gran parte de ellos identificados 
en las muestras 5 y 6 obtenidas de Santa Marta. 
Grupo 3: Compuestos isoméricos cuya fórmula molecular coincide con más de un erythrólido 
previamente aislado, (Tabla 2-4). Estos compuestos representan aquellos erythrólidos de los 
cuales ya se han aislado algunos isómeros. Un ejemplo de esta situación son los picos 
cromatográficos observados en 15,5 min (para las muestras 1 y 3-6), 15,9 min (para las 
muestras 1-6), 16,2 min (para las muestras 3-5), 17,3 min (para la muestra 4), 18,2 min (para 
las muestras 4 y 5) y 18,4 min (para las muestras 4 y 5), los cuales presentan la misma 
fórmula molecular, C26H31O10Cl, la cual podría corresponder a alguno de los erythrólidos A, B 
y/o 3-acetilerythrólido E. Esta situación sugiere al menos la presencia de estos tres 
compuestos, además de tres isómeros que no han sido reportados antes para la especie. Los 
otros compuestos presentes en este grupo se presentan en la Tabla 2-4.  
Tabla 2-4. Compuestos isoméricos cuya fórmula molecular coincide con más de un erythrólido 
previamente aislado (El error es calculado, como el promedio de los errores obtenidos para 
los aductos observados) 
Fórmula 
molecular 










15.5 Muestra 1 32 3-acetilerythrólido E 
Erythrólido A 
Erythrólido B 
Muestra 3 19 
Muestra 4 12 
Muestra 5 30 
Muestra 6 20 
15.9 Muestra 1 31 
Muestra 2 21 
Muestra 3 21 
Muestra 4 12 
Muestra 5 30 
Muestra 6 21 
16.2 Muestra 3 13 
Muestra 4 9 
Muestra 5 35 
17.3 Muestra 4 12 
18.2 Muestra 4 34 
Muestra 5 13 
18.4 Muestra 4 11 
Muestra 5 37 
C24H29O9Cl 1.5 Muestra 1 30 Acuarólido A 
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4.1 Muestra 2 18 
Muestra 3 32 
4.7 Muestra 2 18 
Muestra 3 30 
Muestra 4 18 
5.7 Muestra 2 16 
6.3 Muestra 2 12 
Muestra 3 14 
Muestra 4 5 
6.7 Muestra 1 40 
Muestra 2 7 
Muestra 3 33 
7.5 Muestra 1 27 
Muestra 2 8 
Muestra 3 14 
Muestra 4 2 
7.8 Muestra 1 26 
Muestra 4 9 
8.2 Muestra 1 22 
Muestra 2 6 
Muestra 3 15 
Muestra 4 6 
8.6 Muestra 1 28 
Muestra 2 16 
Muestra 3 17 
Muestra 4 9 
9.2 Muestra 2 27 
Muestra 3 26 
10.2 Muestra 1 34 
Muestra 3 24 
C26H31O11Cl 9.5 Muestra 6 38 Erythrólido D 
Erythrólido F 9.9 Muestra 6 23 
14.8 Muestra 6 29 
15.5 Muestra 5 40 
Muestra 6 14 
16.1 Muestra 5 37 
Muestra 6 8 
17.4 Muestra 3 18 
Muestra 5 34 
Muestra 6 6 
18.0 Muestra 6 5 
18.1 Muestra 3 12 
Muestra 5 31 
Muestra 6 16 
C24H29O10Cl 3.3 Muestra 3 24 Erythrólido I 
Erythrólido U 3.6 Muestra 3 14 
5.9 Muestra 6 5 
6.3 Muestra 3 31 
Muestra 6 4 
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6.8 Muestra 3 10 
Muestra 6 1 
8.3 Muestra 3 12 
Muestra 6 5 
10.2 Muestra 3 6 
10.7 Muestra 3 10 
Muestra 5 25 
Muestra 6 5 
11.0 Muestra 3 9 
Muestra 5 27 
Muestra 6 4 
14.2 Muestra 6 13 
14.5 Muestra 6 13 
14.8 Muestra 6 11 
 
Para determinar la identidad los posibles isómeros propuestos en los grupos 2 y 3 (Tablas 2-
3 y 2-4), es necesario realizar el aislamiento y posterior elucidación de sus estructuras 
basados en datos de RMN. Los análisis por espectrometría de masas en tándem podrían 
generar patrones de fragmentación similares, y por lo tanto no necesariamente permitirían la 
diferenciación de los isómeros. 
Como una aproximación que permita evaluar el potencial que presentan las muestras de E. 
caribaeorum para la obtención de nuevos diterpenos, se asume como cierta la identificación 
de compuestos conocidos propuesta en las tablas 2-2 a 2-4 y que las señales cromatográficas 
que presentan la misma fórmula, corresponden a nuevos diterpenos.  Por ejemplo, para la 
fórmula molecular C26H32O11 la cual corresponde al 16-acetilerythrólido H se observaron 3 
señales cromatográficas, por lo tanto se asume que una de estas señales corresponde al 
compuestos conocido y las otras dos a diterpenos nuevos isómeros del 16-acetilerythrólido 
H.  Este proceso se realizó con todas las muestras y los resultados obtenidos se muestras en 
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De acuerdo a los resultados observados en la Figura 2-6, se determinó que en la muestra 1 
existen 9 posibles nuevos diterpenos isómeros de los erythrólidos aislados previamente, 13 
para la muestra 2, 16 para la muestra 3, 12 para la muestra 4, 21 para la muestra 5, 22 para la 
muestra 6. Estos resultados indican que las muestras de Santa Marta son las que presentan la 
mayor probabilidad de tener nuevos diterpenos isómeros de los erythrólidos aislados 
previamente de E. caribaeorum.  Para este cálculo no se tomaron en cuenta las muestras de 
islas del Rosario por cuanto su aporte daría cero coincidencias con isómeros. 
 
El objetivo final de la aplicación de la estrategia de derreplicación es la selección de una 
muestra, a partir de la cual, se busca aislar y elucidar nuevos compuestos.  De acuerdo a los 
resultados obtenidos, las muestras de Santa Marta presentan la mayor probabilidad de tener 
nuevos diterpenos, ya que presenta el mayor número de compuestos no aislados de E. 
caribaeorum, entre los cuales podrían encontrarse diterpenos con fórmulas moleculares 
diferentes a las de los aislados previamente para este octocoral.  Adicionalmente, 
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conocidos. Si bien se detectó un número alto de posibles compuestos nuevos, las 
metodologías empleadas no hacen referencia a la concentración de estos compuestos en los 
extractos originales, por lo que su aislamiento en cantidades suficientes para realizar la 
elucidación de sus estructuras representa un reto diferente que será abordado en el siguiente 
capítulo de este trabajo.   
 
Finalmente, por medio de la estrategia de derreplicación utilizada, no se observó la presencia 
de eleutherobina y/o eleuthesidos en las ocho muestras estudiadas, lo que sugiere o que los 
octocorales muestreados no los producen o que la técnica de fraccionamiento y análisis no 
permite la recuperación de este tipo de compuestos en niveles detectables por las técnicas de 
análisis aquí empleadas. Sin embargo, el antecedente de un estudio previo muestra que al 
menos las muestras de Santa Marta si producen eleuterobinas31,  razón por la cual se sugiere 
evaluar otras metodologías para la detección y cuantificación de este tipo de compuestos. 
2.4 Conclusiones 
En este capítulo se presentó la implementación y el desarrollo de una estrategia de 
derreplicación, con el fin de determinar la presencia de diterpenos tipo erythrólido en las 
ocho muestras de E. caribaeorum recolectadas en Santa Marta, Providencia-Santa Catalina e 
Islas del Rosario. Los resultados obtenidos sugieren que los especímenes de Colombia son 
productores de erythrólidos, algunos de ellos conocidos y varios de ellos compuestos 
posiblemente nuevos.  
Las metodologías empleadas permitieron la identificación preliminar del erythrólido M, el 
erythrólido O, y un compuesto que podría ser el erythrólido L o el acetilerythrólido I. 
Adicionalmente se detectaron un gran número de isómeros de los erythrólidos H, S, J, muchos 
de ellos podrían representar compuestos nuevos para la especie, o incluso en la naturaleza. 
Se determinó que las muestras de Santa Marta son las que presentan una mayor diversidad 
en cuanto al número de compuestos que producen y al número de diterpenos conocidos y 
posiblemente nuevos, por lo tanto, se sugiere realizar  el estudio químico del extracto de las 
muestras 5 y/o 6, dependiendo la cantidad de extracto disponible. 
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Las muestras de Islas del Rosario contienen compuestos diferentes a los que han sido 
aislados previamente de E. caribaeorum, razón por la cual sus extractos deberían ser 
estudiados 
Por medio de las metodologías empleadas no fue posible detectar la presencia de 
eleutherobinas ni compuestos relacionados en las muestras de E. caribaeorum estudiadas. 
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3. Aislamiento e identificación de compuestos a 
partir del extracto de una muestra del 
octocoral Erythropodium caribaeorum 
recolectado en Santa Marta, Caribe 
colombiano 
3.1 Introducción 
El proceso de derreplicación descrito en el capítulo anterior permitió identificar que las 
muestras de Santa Marta son las que presentan el mayor potencial para tener nuevos 
diterpenos. De estas muestras se seleccionó la 6 para llevar a cabo el aislamiento y 
elucidación estructural de los compuestos presentes, ya que se contaba con una mayor 
cantidad de extracto para iniciar el proceso de aislamiento y elucidación. En el presente 
capítulo se presenta el fraccionamiento del extracto de la muestra número 6, el cual permitió 
la obtención de seis compuestos cuya elucidación estructural se muestra a continuación. 
3.2 Materiales y métodos 
3.2.1 General 
Los espectros de RMN-1H y RMN-13C mono- y bidimensionales se registraron en un 
espectrómetro Bruker Advance 300 (300 MHz para  RMN-1H y 75 MHz para RMN-13C) 
empleando como solventes CDCl3 con grado de deuteración 99.5%. Los espectros de ESI-MS 
fueron obtenidos en un espectrómetro Shimadzu LCMS-2010EV con cuadrupolos simples 
usando una interfase de ionización por electrospray (ESI); el gas de nebulización fue 
nitrógeno a un flujo de 1,5 L/min, el voltaje de la fuente de ionización fue de 1,5 kV, y la 
temperatura del CDL fue de 250°C. Se registraron iones entre 100 y 1000 u en modo positivo 
y negativo por inyección directa. 
48 Evaluación del contenido de diterpenos del octocoral Erythropodium caribaeorum en el Caribe colombiano 
 
Para la cromatografía en columna (CC) se usó silica gel (0.043-0.060 mm, Merck) y como 
solventes: benceno, hexano, acetato de etilo y metanol  grado analítico (Merck, Darmstadt, 
Alemania). La cromatografía líquida de alta eficiencia analítica se realizó en un equipo Agilent 
Serie 1260 Infinity (HPLC-DAD) equipado con bomba cuaternaria, detector de arreglo de 
diodos y autoinyector. La cromatografía líquida de alta eficiencia preparativa se realizó en un 
equipo Merck Hitachi 6000 equipado con una bomba Merck-Hitachi L-6000A y un detector 
UV-VIS L-4250 (a 215 nm). Para la cromatografía analítica se empleó una columna Zorbax 
Eclipse Plus (Agilent®, 100 mm x 4,60 i.d; 3,5 µm) trabajando a un flujo de 0.7 mL/min y 
para la cromatografía preparativa se usó una columna Hibar® LiChrospher RP-18 (250mm x 
25 mm i.d; 7µm) trabajando a un flujo de 3.0 mL/min. Los solventes empleados fueron 
acetonitrilo y agua grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania). Las rotaciones ópticas fueron 
medidas en un polarímetro Polartronic E, Sch.  Lmidt+Haensch en cloroformo grado analítico 
(Merck, Darmstadt, Alemania).  
3.2.2 Material Animal 
La muestra seleccionada fue recolectada en Santa Marta, por buceo autónomo por los 
Profesores Leonardo Castellanos, Freddy A. Ramos y Sven Zea. La identificación fue realizada 
por la Profesora Mónica Puyana, tal y como se explicó en el capítulo 2. El material animal 
congelado se envió por vía aérea al laboratorio de Productos Naturales Marinos para su 
extracción.  
3.2.3 Extracción y purificación 
El material animal (400 g) se cortó en finos trozos y fue extraído tres veces con una mezcla 
de CH2Cl2/MeOH/ (1:1) a temperatura ambiente.  Los extractos se reunieron y se 
concentraron a presión reducida obteniendo 24 g de extracto crudo. El extracto crudo se 
sometió a partición entre CH2Cl2/H2O (1:1 v/v;  0.9 L).  Se obtuvieron 12 g de la fracción 
orgánica de los cuales, se tomaron 10 g y fueron sometidos a CC flash sobre silica gel 
eluyendo con gradiente discontinuo desde Benceno/EtOAc 3:1 hasta MeOH 100%, 
obteniéndose 9 fracciones (F.I-F.IX) (Ver Figura 3-1). 
De acuerdo a los resultados de la derreplicación las fracciones que presentan el mayor 
número de diterpenos fueron las que eluyeron con una mezcla Hxn/AcOEt  (1:1) y AcOEt, 
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teniendo en cuenta esto se realizaron los perfiles analíticos de las fracciones F.III-F.VII, con 
las mismas condiciones establecidas en el capítulo 2 para los estudios de derreplicación (Ver 
Capítulo 2, sección 2.2. Materiales y métodos). Los cromatogramas obtenidos permitieron 
establecer que la fracción F.VI presenta un perfil cromatografico  similar al obtenido para las 
fracciones 2 y 3 de la derreplicación (anexo B). 
Parte de la fracción FVI (300 mg) fue purificada mediante cromatografía líquida de alta 
eficiencia en una columna RP-18 preparativa Hibar® usando un sistema isócratico ACN/H2O 
(4:6), con un flujo de 3.0 ml/min detectando a 215 nm.  De esta manera se obtuvieron el 
compuesto 1 (6 mg), el compuesto 2 (32 mg), el compuesto 3 (16 mg), el compuesto 4 (12 
mg), el compuesto 5 (33 mg) y el compuesto 6 (2,5 mg). Un esquema del aislamiento de los 
compuestos se presenta en la Figura 3-1. 
Figura 3-1 Esquema  de fraccionamiento del extracto de la muestra 6 recolectada en Santa 
Marta 
 
3.3 Resultados y discusión 
Teniendo en cuenta que en este trabajo nos enfocamos en la búsqueda de diterpenos y que 
particularmente se encontró que la muestra seis recolectada en Santa Marta mostró en los 
estudios de derreplicación un buen número de ellos (34) y, varios de estos podrían ser 
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nuevos, se realizó un fraccionamiento del extracto orgánico obtenido por partición en 
diclorometano/agua de esta muestra.  La fase orgánica fue sometida a sucesivas 
cromatografías hasta obtener los compuestos 1-6 los cuales fueron identificados con base en 
sus datos espectroscópicos.  
3.3.1 Elucidación del Compuesto 1 
El compuesto 1 (6 mg) se obtuvo como un sólido blanco amorfo, ópticamente activo con un 
[α]D = -25.7 (c=0.1, CHCl3). En el espectro de RMN-1H (anexo C, Tabla 3-1) se observaron 
señales para tres protones olefínicos en δH 6.67 (1H, d, J = 10.2Hz), 6.00 (1H, d, J = 10.2 Hz) y 
5.54 (1H, d, J = 10.1 Hz), donde las dos primeras sugieren la presencia de protones cis en un 
sistema α,β-insaturado. También mostró señales para dos hidroximetinos desplazados a 
campo bajo en δH 5.79 (1H, bs), 5.14 (1H, d, J = 10.1 Hz) y dos metilenos enlazados a oxígeno 
en δH 4.64 (2H, bs) y 3.76 (2H, bs). Se observan señales para dos metinos alifáticos en δH 3.59 
(1H, bs) y 2.53 (1H, q, J = 6,5 Hz), junto con señales características para los protones de un 
epóxido en δH 3.51 (1H, d, J = 5.6 Hz) y 2.77 (1H, s) y un metoxilo en δH 3.34 (3H, s). Se 
observaron también señales para los protones diasterotópicos de un metileno en δH  2.89 
(1H, dd, J = 16.0, 6.5) y 2.23 (1H, m). Finalmente, se observaron señales para  cinco metilos, 
dos de ellos característicos de grupos acetilo en δH 2.05 (3H, s) y 2.21 (3H, s), y los otros tres 
con desplazamientos en δH 1.48 (3H, s), 1.24 (3H, d, J = 6.5 Hz) y 0.94 (3H, s). 
Por medio del experimento APT (Attached Proton Test) medido en CDCl3 (75 MHz, anexo  D, 
Tabla 3-1), para el compuesto 1 se observó la presencia de 27 señales de carbonos. De 
acuerdo a los desplazamientos químicos observados la molécula presentó una señal a campo 
bajo correspondiente al carbonilo de una cetona en δC 194.8, señales para cuatro carboxilos, 
probablemente de esteres, en δC 175.8, 170.6, 170.4 y 166.8, señales para dos dobles enlaces 
en δC 153.6 (CH), 145.4 (C), 124.1 (CH) y 119.4 (CH). El espectro mostró señales para dos 
carbonos cuaternarios enlazados a oxígeno en δC 81.6 (C) y 81.5 (C), junto con señales para 
cuatro hidroximetinos en δC 77.9 (CH), 70.4 (CH), 63.7 (CH) y 57.2 (CH), los dós últimos 
característicos de carbonos de un epóxido. Se observaron también dos hidroximetilenos en  
δC 76.1 (CH2) y 61.2 (CH2) y una señal en δC 58.7 correspondiente a un metoxilo. 
Adicionalmente, se observan señales en δC  43.6 (CH) y 41.2 (CH), 41.0 (C), 28.6 (CH2) junto 
con señales para cinco metilos en δC 21.5, 21.3, 20.3, 14.4, 6.9.  
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Tabla 3-1 Desplazamientos en RMN 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) para el compuesto 1 y el 
erythrólido H en CDCl3, δ en ppm, J en Hz1  
N° COMPUESTO 1 ERYTHRÓLIDO H 
δ(H) δ(C) δ(H) δ(C) 
1  41.0  40.9 
2 2,77 (1H, s) 63.7 2.77 (1H, d, 2.9) 63.9 
3 3,51 (1H, d, 5.6) 57.2 3.51 (1H, ddd, 5.8, 2.9, 2.4) 57.5 
4a 2.89 (1H, dd, 16.0, 6.5) 28.6 2.93 (1H, dd, 17.0, 5.8) 28.6 
4b 2.23 (1H, m)  2.18 (1H, dd, 17.0, 2.4)  
5  145.4  147.5 
6 5.54 (1H, d 10.1) 119.4 5.54 (1H, bd, 10.2) 118.3 
7 5.14 (1H, d, 10.1) 77.9 5.20 (1H, d, 10.2) 69.2 
8  81.5  81.9 
9 5.79 (1H, bs) 70.4 5.68 (1H, d, 3.5) 78.7 
10 3.59 (1H, bs) 41.2 3.59 (1H, d, 3.5) 41.2 
11  81.6  81.9 
12  194.8  195.2 
13 6.00 (1H, d, 10.2) 124.1 5.96 (1H, d, 10.5) 124.0 
14 6.67 (1H, d, 10.2) 153.6 6.68 (1H, d, 10.5) 154.3 
15 0.94 (3H, s) 14.4 0.94 (3H, s) 14.4 
16a 3.76 (2H, bs) 76.1 3.95 (1H, d, 17.0) 66.5 
16b   4.04 (1H, d, 17.0)  
17 2.53 (1H, q, 6.5) 43.6 2.49 (1H, q, 7.2) 43.8 
18 1,24 (3H, d, 6.5) 6.9 1.23 (3H, d, 7.2) 6.9 
19  175.8  176.2 
20 1,48 (3H, s) 21.3 1.48 (3H, s) 21.6 
1’  166.8  169.1 
2’ 4,64 (2H, bs) 61.2 2.23 (3H, s) 21.5 
4’  170.4   
5’ 2.21 (3H, s) 20.3   
AcO-11  170.6  171.2 
 2.05 (3H, s) 21.5  21.4 
AcO-16     
   2.04 (3H, s)  
OMe-16 3.34 (3H, s) 58.7   
 
Los desplazamientos en los espectros de RMN-1H y RMN-APT del compuesto 1 fueron 
similares a los reportados para el erythrólido H (Tabla 3-1), un diterpeno con esqueleto 
briarano diacetilado, previamente aislado de especímenes de E. caribaeorum recolectados en 
Islas Vírgenes y Jamaica1. Sin embargo, algunas diferencias fueron evidentes al momento de 
comparar los datos de literatura, particularmente, en el espectro APT se observó la presencia 
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del metoxilo (δC 58), las señales para un nuevo carboxilo (δC 166.8) y un hidroximetileno (δC 
61.2).  
La asignación de las señales de RMN-1H a los carbonos detectados en el experimento APT se 
realizó por medio del experimento HSQC (anexo F). Posteriormente, el análisis del espectro 
COSY (anexo E) y HMBC (anexo G) permitió confirmar que la estructura plana del diterpeno 
era igual a la del erythrólido H la cual incluye la formación de un epóxido en las posiciones 2 
– 3,  una insaturación en 5 – 6, una lactona en las posiciones 7 y 8, la oxigenación de los 
carbonos 7, 8, 9, 11 y 16 y una cetona α,β-insaturado en las posiciones 12, 13 y 14 del anillo 
de seis miembros, con lo cual se propone la subestructura A (Figura 3-2). Las señales 
restantes fueron asignadas a un residuo acetoxiacetilo (subestructura B, Figura 3-2), 
comúnmente encontrado en otros erythrolidos1,2, y la señal del grupo metoxilo.  
Figura 3-2 Subestructuras para el compuesto 1  
A                                                                               B 
La unión de las subestructuras A y B, junto con la señal del metoxilo se realizó apoyados en 
las correlaciones en HMBC entre los protones del metoxilo (δH 3.34) con el carbono del 
metileno oxigenado de la posición 16 (δC 76.1) y la correlación de proton asignado a H-9 con 
el carbono en δC 166.8 de la subunidad B del acetoxiacetilo, con lo cual se estableció la 
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Figura 3-3 Estructura plana y algunas correlaciones 2D-RMN  para el compuesto 1 
  
La asignación de la estereoquímica relativa para el compuesto 1 se realizó con base en la 
interpretación del espectro NOESY (Figura 3-4 anexo H), en el cual se observan correlaciones 
del metilo en H-15 (δH 0.94, 3H, s) con el hidrógeno H-3 (δH 3.51, 1H, d, J = 5.6 Hz), con el 
metileno H-2’ del acetoxiacetilo enlazado a C-9 (δH 4.64 2H, bs) y con el metilo 20 (δH 1.48, 
3H, s). De otro lado se observan las correlaciones del proton H-7 (δH 5.14, 1H, d, J = 10.1) con 
H-3 (δH 3.51, 1H, d, J = 5.6 Hz) y H-17 (δH 2.53, 1H, q, J = 6.8) y la correlación entre el protón 
H-3 (δH 3.51, 1H, d, J = 5.6 Hz) con el metilo H-5’ (δH 2.21, 3H, s) del grupo acetoxacetilo  
sugiriendo que los protones de las posiciones 3, 7, 15, 17, y los protones 2´ y 5´ del 
acetoxiacetilo son cofaciales y por comparación con las estructuras de los erythrólidos 
reportados previamente, son representados hacia la parte superior de la molécula. De otro 
lado, se observaron las correlaciones entre el protón en H-10 (δH 3.59, 1H, bs) con los 
protones en H-2 (δH 2.77, 1H, s), el metilo del acetilo en H-11 (δH 2.05, 3H, s) y con el metilo 
H-18 (δH 1.24, 3H, s), sugiriendo que los protones asignados a las posiciones 2, 10, 18 y el 
OAc de la posición 11 son cofaciales y por comparación con las estructuras de los 
erythrólidos reportados previamente son representados hacia la parte inferior de la 
molécula, permitiendo mostrar configuración  relativa para el compuesto 1 como se presenta 
en la Figura 3-4.  
La estereoquímica propuesta para esta molécula, muestra la formación de un epóxido con los 
protones en disposición trans-, lo cual concuerda con la multiplicidad observada para la señal 
del protón en H-2 (δH 2.77, bs). Adicionalmente, las correlaciones de los protones del 
metileno en H-16 (δH 3.76, 2H, bs) con el protón en H-10 (δH 3.59, bs) y el metilo del acetilo 
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en la posición 11 (δH 2.05, 3H, s), sugieren el plegamiento del anillo de 10 miembros hacia la 
parte inferior del anillo de seis miembros. 
Figura 3-4 Correlaciones NOESY (A) y representación para el erythrolido W (B) (1)  
 
Luego de revisar en bases de datos especializadas (AntiMarin y Scifinder®) no se 
encontraron coincidencias con ningún compuesto previamente reportado en la naturaleza, 
por lo cual proponemos al compuesto 1 como el erythrolido W, continuando con la 
nomenclatura empleada para la serie de erytrólidos descritos. 
3.3.2 Elucidación del Compuesto 2 
El compuesto 2 (32 mg) se obtuvo como un sólido blanco amorfo. Su espectro ESI-MS 
presento un ion pseudomolecular [M+Na]+ en m/z 543.15, consistente con la fórmula 
molecular C26H32O11Na. En los datos del espectro de RMN-1H (CDCl3, 300 MHz, anexo I) 
presentados en la tabla 3-2 se observaron señales para tres protones olefínicos en δH 6.66 
(1H, d, J = 10.3 Hz), 5.99 (1H, d, J = 10.3 Hz) 5.60 (1H, d, J = 10.0 Hz), las dos primeras, 
características de un sistema α,β-insaturado, con protones en cis. Se observan además dos 
señales de hidroximetinos en δH 5.69 (1H, bs) y 5.16 (1H, d, J = 10.0 Hz);  señales para los 
protones diasterotópicos de un metileno oxigenado en δH 4.53 (1H, d, J = 14.0 Hz) y 4.36 (1H, 
d, J = 14.0 Hz), señales características de protones de un epóxido en 3.49 (1H, d, J = 5.5 Hz) y 
δH 2.81 (1H, bs); dos señales en δH 3,57 (1H, bs) y 2.48 (1H, d, J = 6.8 Hz) de metinos alifáticos 
y señales para un segundo metileno diasterotópico en δH 2.95 (1H, dd, J =16.4, 5.6 Hz) y 2.35 
(1H, d, J = 16.4 Hz). Finalmente, se observaron señales para seis metilos, tres de las cuales 
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corresponden a metilos característicos de grupos acetilo en δH, 2.23 (3H, s), 2.08 (3H, s) y 
2.03 (3H, s) y las otras tres señales correspondientes a metilos sustituyentes del esqueleto 
carbonado en δH 1.47 (3H, s), 1.23 (3H, d, J = 6.8) y 0.93 (3H, s). 
Por medio del experimento APT (Attached Proton Test) medido en CDCl3 (75 MHz, anexo J), 
el compuesto 2 mostró la presencia del carbonilo de una cetona en δC 195.1. Una señal para 
el carboxilo de una lactona en δC 176.3, junto con señales para tres carboxilos en δC y 170.9, 
170.5 y 169.1, características de grupos acetilo. Además de señales para dos dobles enlaces 
uno disustituido con señales en δC 153.7 (CH) y 124.2 (CH), y otro trisustituido con señales 
en δC 142.5 (C) y 122.8 (CH). Se observan también dos señales para dos carbonos 
cuaternarios enlazados a un oxígeno en δC  81.57 (C) y 81.60 (C); señales para cuatro 
hidroximetino en δC 78.4 (CH), 69.2 (CH), 63.6 (CH), y 57.3 (CH), los dos últimos 
características del trans-epoxido observado en el erythrolido W (1), y una señal para un 
metileno oxigenado en δC 67.6 (CH2). Adicionalmente, se observan señales en δC, 43.8 (CH), 
41.2 (CH) y 40.7 (C); un metileno en δC 28.7 y, seis metilos en  δC 21.6, 21.4, 21.3, 20.8, 14.4, 
6.9.  
Los desplazamientos en los espectros de RMN-1H y RMN-APT del compuesto 2 (Figura 3-5) 
fueron similares a los reportados para el 16-acetilerythrólido H, un diterpeno con esqueleto 
briarano triacetilado, previamente aislado de especímenes de E. caribaeorum recolectados en 
Jamaica3.  Sin embargo, algunas diferencias fueron encontradas al comparar las señales del 
artículo con las señales del compuesto 23.  
El estudio detallado de los espectros HSQC (anexo L), COSY (anexo K) y HMBC (anexo M) 
permitieron proponer de manera inequívoca la estructura del esqueleto carbonado 
presentado en la Figura 3-5 y así corregir tres de las asignaciones hechas por Tinto et al3. La 
primera es asignar al carbono 3 la señal con desplazamiento δC 57.3. Adicionalmente, no se 
encontró ninguna señal en δC 45.7, como fue originalmente reportada por Tinto et al.3 para 
ese mismo carbono. Esta asignación está de acuerdo con la asignación hecha por Van der 
Helm et al  para el erythrólido H1. En segundo lugar se corrige la asignación hecha por Tinto 
et al.3, para las señales de los carbonos 7 y 9, las cuales estaban intercambiadas. Esta 
corrección también está de acuerdo con la asignación propuesta para el erythrólido H1 y el 
erythrólido W (1). En tercer lugar, se corrige la asignación propuesta para los protones del 
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metileno en la posición 16 asignando las señales en δH 4.36 (1H, d, J = 14.0 Hz) y 4.53 (1H, d, J 
= 14.0 Hz). 
Tabla 3-2 Desplazamientos en RMN 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) para el compuesto 2 y el 
16-acetilerythrólido H en CDCl3, δ en ppm, J en Hz3 
N° COMPUESTO 2 16-ACETILERYTHRÓLIDO H 
δ(H) δ(C) δ(H) δ(C) 
1  40.7  40.8 
2 2.81 (1H, bs) 63.6 2.77 (1H, d, 2.9) 63.7 
3 3.49 (1H, d, 5.5) 57.3 3.51 (1H, ddd, 5.8, 2.9, 2.4) 45.7 
4a 2.95 (1H, dd, 16.4, 5.6) 28.7 2.93 (1H, dd, 17.0, 5.8) 28.7 
4b 2.35 (1H, d, 16.4)  2.18 (1H, dd, 17.0, 2.4)  
5  142.5  143.2 
6 5.60 (1H, d, 10.0) 122.8 5.54 (1H, bd, 10.2) 122.3 
7 5.16 (1H, d, 10.0) 69.2 5.20 (1H, d, 10.2) 69.2 
8  81.6  81.6 
9 5.69 (1H, bs) 78.4 5.68 (1H, d, 3.5) 77.9 
10 3,57 (1H, bs) 41.2 3.59 (1H, d, 3.5) 41.4 
11  81.6  81.7 
12  195.1  195.0 
13 5.99 (1H, d, 10.3) 124.2 5.96 (1H, d, 10.5) 124.4 
14 6.66 (1H, d, 10.3) 153.7 6.68 (1H, d, 10.5) 153.3 
15 0.93 (3H, s) 14.4 0.94 (3H, s) 14.4 
16a 4.53 (1H, d, 14.0) 67.6 3.95 (1H, d, 17.0) 67.6 
16b 4.36 (1H, d, 14.0)  4.04 (1H, d, 17.0)  
17 2.48 (1H, d, 6.8) 43.8 2.49 (1H, q, 7.2) 43.9 
18 1.23 (3H, d, 6.8) 6.9 1.23 (3H, d, 7.2) 7.0 
19  176.3  174.2 
20 1.47 (3H, s) 21.4 1.48 (3H, s) 21.9 
AcO-9  169.1  171.2 
 2.23 (3H, s) 21.6 2.24 (3H, s) 21.4 
AcO-11  170.5  169.0 
 2.03 (3H, s) 21.3 2.04 (3H, s) 21.4 
AcO-16  170.9  169.0 
 2.08 (3H, s) 20.8 2.11 (3H, s) 20.9 
 
3.3.3 Elucidación del Compuesto 3 
El compuesto 3 (16 mg) se obtuvo como un sólido blanco amorfo, ópticamente activo con un 
[α]D = +7.1 (c=0.1, CHCl3). En el espectro de RMN-1H (CDCl3, 300 MHz, anexo N, Tabla 3-3) se 
observaron señales para dos hidrógenos sobre dobles enlaces en δH 6.66 (1H, d, J = 10.2 Hz) y 
6.01 (1H, d, J = 10.2 Hz); Se observaron señales para los dos protones olefínicos de un 
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metileno exocíclico en δH 5.67 (1H, bs) y 5.40 (1H, bs), junto con señales para cuatro 
hidroximetinos en δH 5.73 (1H, bs), 4.37 (1H, bs), 4.19 (1H, bs) y 3.97 (1H, bs); una señal para 
metino unido a un heteroátomo en δH 4.79 (1H, bs). Señales correspondientes a metinos 
unidos a carbonos alifáticos en δH 3.21 (1H, bs) y 2.69 (1H, m), una señal para un metileno en 
δH 2.74 (2H m). Finalmente, se observan tres señales de metilos en  δH 1.63 (3H, s), 1.46 (3H, 
s) y 1.04 (3H, d, J = 7.0 Hz); y dos metilos característicos de grupos acetilo en  δH 2.26 (3H, s) 
y 2.12 (3H, s). 
Tabla 3-3 Desplazamientos en RMN 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) para el compuesto 3 y el 
erythrólido E en CDCl3, δ en ppm, J en Hz1 
N° COMPUESTO 3 ERYTHRÓLIDO E 
δ(H) δ(C) δ(H) δ(C) 
1  36.2  36.2 
2 4.19 (1H, bs) 86.0 4.19 (1H, d, 1.5) 86.2 
3 3.97 (1H, bs) 69.8 3.97 (1H, m) 69.9 
4 2.74 (2H, m) 41.2 2.75 (2H, m) 41.2 
5  138.2  138.3 
6 4.79 (1H, bs) 59.2 4.79 (1H, bs) 59.3 
7 4.37 (1H, bs) 85.7 4.37 (1H, bs) 85.6 
8  83.0  83.1 
9 5.73 (1H, bs) 68.6 5.73 (1H, d, 2.1) 68.8 
10 3.21 (1H, bs) 41.5 3,22 (1H, d, 2.1) 41.6 
11  80.5  80.6 
12  194.2  194.1 
13 6.01 (1H, d, 10.2) 124.4 6.00 (1H, d, 10.2) 124.5 
14 6.66 (1H, d, 10.2)  152.5 6.65 (1H, d, 10.2) 152.4 
15 1.63 (3H, s) 21.0 1.63 (3H, s) 21.2 
16a 5.67 (1H, bs) 122.9 5.67 (1H, bs) 123.0 
16b 5.40 (1H, bs)  5.40 (1H, bs)  
17 2.69 (1H, m) 48.9 2.68 (1H, q, 6.9) 48.9 
18 1.04 (3H, d, 7.0) 6.5 1.06 (3H, d, 6.9) 6.6 
19  174.2  174.1 
20 1.46 (3H, s) 22.2  1.46 (3H, s) 22.3 
AcO C-9  169.9  169.9 
 2.12 (3H, s) 21.1 2.12 (3H, s) 21.1 
AcO C-11  169.9  169.9 
 2.26 (3H, s) 21.2 2.26 (3H, s) 21.2 
 
Por medio del experimento APT (CDCl3, 75 MHz, anexo O) para el compuesto 3 se determinó 
la presencia de 24 carbonos sugiriendo la presencia de un diterpeno diacetilado. De acuerdo 
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a los desplazamientos químicos observados la molécula presenta una señal correspondiente 
al carbonilo de una cetona en δC 194.2, una señal para el carboxilo de una lactona en δC 174.2, 
una señal que corresponde a dos carboxilos de ester en δC 169.9, señales para dos dobles 
enlaces en δC 152.5 (CH) 124.4 (CH) y, en δC 138.2 (C) 122.9 (CH2) estas últimas 
características de un metileno exocíclico. Adicionalmente se observaron señales para cuatro 
hidroximetinos en δC 86.0 (CH), 85.7 (CH), 69.8 (CH) y 68.6 (CH) y, dos carbonos cuaternarios 
enlazados a oxígeno en δC  83.0 (C) y 80.5 (C), una señal para un metino enlazado a un 
heteroátomo en δC 59.2. Finalmente se observaron señales para cuatro carbonos sp3  en 48.9 
(CH), 41.5 (CH) 41.2 (CH2), δC 36.2 (C) y cinco metilos en  δC 22.2 (CH3), 21.2 (CH3), 21.1 (CH3) 
21.0 (CH3), 6.5 (CH3). Los datos de RMN-1H y RMN-APT del compuesto 3 fueron iguales a los 
reportados para el erythrólido E (Figura 3-5), un diterpeno con esqueleto briarano 
diacetilado, previamente aislado de especímenes de E. caribaeorum recolectados en Islas 
Virgenes, Jamaica y Tobago1,4. La comparación permitió asignar el átomo de cloro a la señal 
en δC 59.2. (Tabla 3-3) 
3.3.4 Elucidación del Compuesto 4 
El compuesto 4 (12 mg) se obtuvo como un sólido blanco amorfo, ópticamente activo con un 
[α]D = +7.1 (c=0.1, CHCl3). Su espectro ESI-MS presento un ión pseudomolecular [M+Na]+en 
m/z 577.15, consistente con la fórmula molecular C26H31O11ClNa. En el espectro de RMN-1H 
(CDCl3, 300 MHz, Anexo P) mostró señales que se asemejan a los erythrólidos previamente 
presentados en este trabajo. Se observaron dos señales para hidrógenos sobre dobles enlaces 
en δH 6.65 (1H, d, J = 10.2 Hz) y 6.02 (1H, d, J = 10.2 Hz), características de la presencia de la 
cetona α,β-insaturada en las posiciones 12-14, junto con señales para cuatro hidroximetinos 
en δH 5.83 (1H, bs), 4.40 (1H, bs), 4.20 (1H, s) y 3.97 (1H, bs) y un metileno exocíclico con 
protones diasterotópicos en δH 5.69 (1H, bs) y 5.41 (1H, bs), un metino posiblemente unido a 
cloro en δH 4.77 (1H, bs) y un hidroximetileno en δH 4.73 (2H, bs). Adicionalmente, se 
observaron señales para dos metinos en δH 3.26 (1H, bs) y 2.66 (1H, m), señales para un 
metileno con protones diasterotópicos en δH 2.79 (1H, dd, J = 14.7, 4.2 Hz) y 2.70 (1H, m). 
Finalmente, se observaron las señales para cinco metilos en δH, 2.20 (3H, s), 2.13 (3H, s), 1.60 
(3H, s), 1.47 (3H. s) y 1.05 (3H, d, J = 6.9 Hz), los dos primeros característicos de grupos 
acetilo. 
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Tabla 3-4 Desplazamientos en RMN 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) para el compuesto 4 y el 
erythrólido F  en CDCl3, δ en ppm, J en Hz1 
N° COMPUESTO 4 ERYTHRÓLIDO F  
δ(H) δ(C) δ(H) δ(C) 
1  36.1  36.2 
2 4.20 (1H, s) 86.2 4.19 (1H, d, 1.8) 86.3 
3 3.97 (1H, bs) 70.1 3.97 (1H, m) 70.0 
4a 2.79 (1H, dd, 14.7, 4.2) 41.2 2.80 (1H, dd, 14.7, 4.9) 41.3 
4b 2.70 (1H, m)  2.69 (1H, dd, 14.7, 3.4)  
5  138.2  138.4 
6 4.77 (1H, bs) 59.2 4.77 (1H, bs) 59.3 
7 4.40 (1H, bs) 85.4 4.40 (1H, bs) 85.5 
8  82.9  83.0 
9 5.83 (1H, bs) 69.8 5.81 (1H, d, 2.1) 69.9 
10 3,26 (1H, bs) 41.7 3,26 (1H, d, 2.1) 41.8 
11  80.4  80.5 
12  194.0  194.0 
13 6.02 (1H, d, 10.2) 124.6 6.01 (1H, d, 10.2) 124.6 
14 6.65 (1H, d, 10.2) 152.1 6.66 (1H, d, 10.2) 152.3 
15 1.60 (3H, s) 20.9 1.59 (3H, s) 20.9 
16a 5.69 (1H, bs) 123.1 5.70 (1H, bs) 123.0 
16b 5.41 (1H, bs)  5.42 (1H, bs)  
17 2.66 (1H, m) 49.0 2.65 (1H, q, 7.2) 49.1 
18 1.05 (3H, d, 6.9) 6.6 1.05 (3H, d, 7.2) 6.6 
19  174.0  174.0 
20 1.47 (3H, s) 22.2 1.47 (3H, s) 22.3 
1’  167.5  167.5 
2’ 4.73 (2H, bs) 60.6 4.73 (2H, q) 60.6 
3’  170.0  170.0 
4’ 2.13 (3H, s) 20.3 2.12 (3H, s) 20.3 
AcO -11  170.1  170.0 
 2.20 (3H, s) 21.1 2.19 (3H, s) 21.1 
 
A partir del espectro de RMN-APT (CDCl3. 75 MHz, anexo Q) para el compuesto 4 se 
determinó la presencia de 26 señales que corresponden a un carbonilo de cetona en δC 194.0, 
un carboxilo de lactona en δC 174.0, señales para tres carboxilos de ester en δC 170.1, 170.0 y 
167.5, un doble enlace con señales en  δC 152.1 (CH) y 124.6 (CH), un metileno exocíclico con 
señales en δC 138.2 (C) y 123.1 (CH2), señales para cuatro hidroximetinos en δC 86.2 (CH), 
85.4 (CH), 70.1 (CH) y 69.8 (CH); señales para dos carbonos cuaternarios unidos a oxígeno en 
δC 82,9 (C) y 80.4 (C), una señal para un hidroximetileno en δC 60.6 (CH2) y una señal 
asignada por comparación con el compuesto 3 a un metino clorado en δC 59.2 (CH). 
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Finalmente, señales para un carbono cuaternario en δC 36.1 (C), dos metinos en δC 49.0 (CH) 
y 41.7 (CH), un metileno en δC 41.2 (CH2) y cinco metilos en  δC 22.2, 21.1, 20.9, 20.3 y 6.6. 
Los desplazamientos en los espectros de RMN-1H y RMN-APT del compuesto 4 fueron 
similares a los del compuesto 3, a excepción del desplazamiento en carbono y protón del 
hidroximetino en la posición 9. Adicionalmente, se observa la aparición de dos señales en 
carbono en δC  167.5 y 60.6, junto con una el espectro RMN-1H en δH 4.73 (2H, bs), asignadas 
a un grupo acetoxiacetilo previamente descrito en el compuesto 1 y comúnmente encontrado 
en los erythrólidos1,2. La estructura propuesta corresponde a la del erythrólido F (Figura 3-
5), el cual es el analógo acetoxiacetilado del erythrólido E, el cual ha sido previamente aislado 
de muestras de E. caribaeorum recolectados en Islas Virgenes y Jamaica1 
Figura 3-5 Estructura de los compuestos 2-6 
 
3.3.5 Elucidación del Compuesto 5 
El compuesto 5 (33 mg) se obtuvo como un sólido blanco amorfo, ópticamente activo con un 
[α]D = +94.0 (c=0.1, CHCl3). Su espectro ESI-MS presentó un ión pseudomolecular [M+Na]+ en 
m/z 763.30, consistente con la fórmula molecular C35H48O17Na. El espectro de RMN-1H 
(CDCl3, 300 MHz, anexo R) mostró que se trataba de un erythrólido con señales para un 
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metino olefínco δH 6.90 (1H, d, J = 10.0 Hz), señales para siete hidroximetinos en δH  5.82 (1H, 
dd, J =  12.0, 6.0), 5.60 (1H, d, J = 10.0), 5.23 (1H, m), 5.23 (1H, m), 4.88 (1H, d,  J = 8.4 Hz), 
4.80 (1H, bs) y 4.72 (1H, bs). Adicionalmente, presenta una señal en δH 3.81 (3H, s) 
correspondiente a un grupo metoxilo, señales para tres metinos en δH 2.96 (1H, m), 2.53 (1H, 
m) y 1.99 (1H, m), señales para dos metilenos con protones diasterotópicos, uno en δH 2.91 
(1H, bs) y 2.09 (1H, bs) y el otro con señales en δH 2.65 (1H, dd, J = 15.2, 7.6 Hz) y 2.50 (1H, 
m); un metileno en δH 1.99 (2H, m). Finalmente se observan señales para nueve metilos en δH 
2.23 (3H, s), 2.03 (3H, s), 1.99 (3H, m), 1.94 (3H, s), 1.91 (3H, s), 1.27 (3H, d, J = 6.3), 1.24 (3H, 
bs), 1.12 (3H, m) y 1.10 (3H, m), las cinco primeras corresponden a metilos de grupos acetilo. 
A partir del espectro de RMN-APT (CDCl3. 75 MHz, anexo S) para el compuesto 5 se 
determinó la presencia de 35 señales distribuidas en ochos señales correspondientes a 
carboxilos; una en δC 176.1 correspondiente al carboxilo de la lactona y siete que 
corresponden a los carboxilos de los esteres en δC  170.6, 170.3, 170.2, 170.1, 169.2, 168.9 y 
167.4.  Se observaron señales para un doble enlace en δC 138.4 (CH) y δC 137.5 (C), una señal 
correspondiente a un carbono cuaternario oxigenado en δC 82.6 (C), siete señales para 
carbonos hidroximetinos en δC 77.4, 75.7, 74.3, 73.8, 72.9, 68.0, 67.0 y un metoxilo en δC  52.8. 
También se observaron señales para carbonos sp3 en δC 45.3 (C), 43.6 (CH), 42.8 (CH), 41.2 
(CH2), 36.7 (CH2), 33.3 (CH2) y 23.9 (CH2). Adicionalmente, se observan nueve metilos en δC  
21.6, 21.4, 21.3, 21.1, 20.9, 20.0, 15.0, 14.9 y 6.3. Los desplazamientos en los espectros de 
RMN-1H y RMN-APT (Tabla 3-5) del compuesto 5 fueron iguales a los reportados para el 
erythrólido J (Figura 3-5), un diterpeno con esqueleto briarano tetra-acetilado, y esterificado 
con el ácido acetoxibutanoico, previamente aislado de especímenes de E. caribaeorum 
recolectados en Tobago4.   
Tabla 3-5 Desplazamientos en RMN 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) para el compuesto 5 y el 
erythrólido J en CDCl3, δ en ppm, J en Hz4 
N° COMPUESTO 5 ERYTHRÓLIDO J 
δ(H) δ(C) δ(H) δ(C) 
1  45.3  45.3 
2 4.88 (1H, d, 8.4) 73.8 4.88 (1H, d, 8.5) 73.7 
3a 2.91 (1H, bs) 36.7 2.91 (1H, m) 36.8 
3b 2.09 (1H, bs)  2.09 (1H, m)  
4 5.82 (1H, dd, 12.0, 6.0) 68.0 5.82 (1H, dd, 12.4, 5.8) 67.9 
5  137.5  137.5 
6 6.90 (1H, d, 10.0) 138.4 6.87 (1H, d, 10.0, 1.1) 138.4 
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7 5.60 (1H, d, 10.0) 77.4 5.60 (1H, d, 10.0) 76.9 
8  82.6  82.6 
9 5.23 (1H, m) 75.7 5.25 (1H, bs) 75.6 
10 2.96 (1H, m) 33.3 2.94 (1H, d, 2.0) 33.4 
11 1.99 (1H, m) 42.8 1.99 (1H, m) 42.9 
12 4.80 (1H, bs) 72.9 4.81 (1H, d, 2.0) 72.7 
13 1.99 (2H, m) 23.9 1.99 (2H, m) 24.0 
14 4.72 (1H, bs) 74.3 4.74 (1H, d, 3.1) 74.4 
15 1.12 (3H, m) 14.9 1.14 (3H, s) 14.9 
16  167.4  167.2 
17 2.53 (1H, m) 43.6 2.56 (1H, d, 7.1) 43.6 
18 1.24 (3H, bs) 6.3 1.24 (3H, d, 7.1) 6.4 
19  176.1  175.5 
20 1.10 (3H, m) 15.0 1.13 (3H, d, 7.6) 15.1 
1’  168.9  168.9 
2’a 2.65 (1H, dd, 15.2, 7.6) 41.2 2.65 41.3 
2’b 2.50 (1H, m)  2.56  
3’ 5.23 (1H, m) 67.0 5.24 66.9 
4’ 1.27 (3H, d, 6.3) 20.0 1.29 20.0 
AcO-3’  170.2  170.2 
 1.99 (3H, s) 21.1 2.00 (3H, s) 21.1 
AcO-2  170.1  170.1 
 1.94 (3H, s) 20.9 1.95 (3H, s) 20.9 
AcO-9  169.2  169.2 
 2.23 (3H, s) 21.6 2.24 (3H, s) 21.6 
AcO-12  170.6  170.4 
 2.03 (3H, s) 21.4 2.04 (3H, s) 21.4 
AcO-14  170.3  170.4 
 1.91 (3H, s) 21.3 2.00 (3H, s) 21.1 
OMe-16 3.81 (3H, s) 52.8 3.84 (3H, s) 52.9 
  
3.3.6 Elucidación del Compuesto 6 
El compuesto 6 (2.5 mg) se obtuvo como un sólido blanco amorfo. En el espectro de RMN-1H 
(CDCl3. 300 MHz, anexo T) se observaron nuevamente señales para un erytrólido, con un 
sistema α,β-insaturado con señales en δH 6.37 (1H, dd, J = 16.4, 6.5 Hz) y 6.00 (1H, dd, J = 16.4, 
2.3 Hz), un metileno exocíclico con señales en δH 5.53 (1H, s) y 5.41 (1H, m), tres 
hidroximetinos en δH,  5.41 (1H, s), 5.14 (1H, d, J = 9.7) y 5.07 (1H, m), un metino 
probablemente unido a un cloro en δH 4.61 (1H, d, J = 9.7), señales para cuatro metinos 
alifáticos en δH 3.18 (1H, q, 7.0), 2.97 (1H, s), 2.40 (1H, dd, J = 10.1, 6.6 Hz), 1.99 (1H, d, J = 
10.4 Hz). Finalmente, se observaron señales para cinco metilos en δH 2.24 (3H, s), 2.02 (3H, 
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s), 1.59 (3H, s), 1.39 (3H, s) y 1.19 (1H, d, J = 7.0), los dos primeros, característicos de grupos 
acetilo. 
Tabla 3-6 Desplazamientos en RMN 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) para el compuesto 6 y el 
erythrólido V  en CDCl3, δ en ppm, J en Hz5  
N° COMPUESTO 6 ERYTHRÓLIDO V 
δ(H) δ(C) δ(H) δ(C) 
1 2.40 (1H, dd, 10.1, 6.6) 36.8 2.37 (1H, dd, 8.5, 7.0) 36.6 
2 6.37 (1H, dd, 16.4, 6.5) 123.9 6.37 (1H, dd, 17.8, 7.0) 123.4 
3 6.00 (1H, dd, 16.4, 2.3) 138.3 5.98 (1H, dd, 17.8, 7.0) 138.0 
4 5.07 (1H, m) 77.2 5.05 (dd, 8.3, 2.5) 76.9 
5  142.0  142.1 
6 4.61 (1H, d, 9.7) 60.1 4.60 (1H, d, 9.7) 60.3 
7 5.14 (1H, d, 9.7) 80.6 5.13 (1H, d, 9.7) 80.3 
8  83.1  83.2 
9 5.41 (1H, s) 80.9 5.41 (1H, d, 2.3) 80.7 
10 2.97 (1H, s) 43.2 2.97 (1H, d, 2.3) 43.2 
11  87.8  88.0 
12  204.6  204.5 
13 1.99  (1H, d 10.4) 39.2 1.96  (1H, d 8.5) 39.7 
14  N.O*  29.3  
15 1.59 (3H, s) 22.6 1.57 (3H, s) 22.6 
16a 5.41 (1H, m) 125.9 5.39 (1H, bs) 125.3 
16b 5.53 (1H, s)  5.51 (1H, bs)  
17 3.18 (1H, q, 7.0) 44.0 3.16 (1H, q, 7.3) 43.6 
18 1.19 (3H, d, 7.0) 9.5 1.18 (1H, d, 7.3) 9.4 
19  N.O*  175.1 
20 1.39 (3H, s) 21.9 1.38 (3H, s) 22.2 
AcO C-9  172.4  172.4 
 2.24 (3H, s) 21.6 2.19 (3H, s) 21.7 
AcO C-11  168.7  168.9 
 2.02 (3H,s) 21.0 2.00 (3H,s) 21.2 
*N.O = no se observa la señal en el espectro experimental 
A partir del espectro de RMN-APT (CDCl3. 75 MHz anexo U) para el compuesto 6 se 
determinó la presencia de 22 señales correspondientes a un carbonilo de cetona en δC 204.6, 
dos acetilos en δC 172.4 y 168.7, señales para dos dobles enlaces, uno de ellos exocíclico en δC 
142.0 (C), 138.3 (CH), 123.9 (CH) y 125.9 (CH2).  Adicionalmente, presentó cinco señales de 
carbonos unidos a oxígeno en δC  87.8 (C), 83.1 (C), 80.9 (CH), 80.6 (CH), 77.2 (CH), y un 
metino unido a un heteroátomo, probablemente cloro en δC 60.1 (CH). En la región de los 
carbonos sp3 se observaron señales en δC 44.0 (CH), 43.2 (CH), 39.2 (CH), 36.8 (CH), junto 
con las señales para cinco metilos en δC 22.6, 21.9, 21.6, 21.0 y 9.5. Los desplazamientos en 
los espectros de RMN-1H y RMN-APT del compuesto 6 fueron iguales a los reportados para el 
erythrólido V. Sin embargo, debido a la baja cantidad recuperada de este compuesto, las 
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señales correspondientes al carboxilo de la lactona y el carbono cuaternario en la posición 14 
no se observaron experimentalmente. Este compuesto fue previamente aislado de 
especímenes de E. caribaeorum recolectados en Dominica5  
El estudio químico realizado sobre una muestra de E. caribaeorum, recolectado en la Bahía de 
Santa Marta, permitió el aislamiento de 6 erythrólidos, de los cuales, el compuesto 1, 
denominado erythrólido W es reportado por primera vez; los demás compuestos 
corresponden a los erythrólidos conocidos: 16-acetilerythrólido H 2, erythrólido E 3, 
erythrólido F 4, erythrólido J 5 y erythrólido V 6.  . Esto demuestra que a pesar de que este 
octocoral ha sido ampliamente estudiado, la capacidad metabólica que presenta en cuanto a 
la producción de diterpenos está aún por explorar. 
En el trabajo de aislamiento enfocado en el aislamiento de los compuestos mayoritarios de 
una de las 7 fracciones del extracto no se aislaron los isómeros que se detectaron en la 
derreplicación, los cuales podrían estar en otras fracciones o podrían ser compuestos 
minoritarios, lo cual requeriría de una mayor cantidad de muestra animal para lograr su 
aislamiento. 
3.4 Conclusiones 
A partir del estudio de la composición química del extracto de una muestra de E. caribaeorum 
recolectada en Santa Marta, Caribe colombiano fue posible identificar seis compuestos. 
El compuesto 1, denominado erythrólido W, el cual por primera vez es aislado en la 
naturaleza. junto con los compuestos 16-acetilerythrólido H 2, erythrólido E 3, erythrólido F 
4, erythrólido J 5 y el erythrólido V, los cuales  son por primera vez aislados e identificados 
de un espécimen de E. caribaeorum del Caribe colombiano. 
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4. Variaciones metabólicas en muestras del 
octocoral caribeño Erythropodium 
caribaeorum recolectadas en diferentes 
lugares del caribe colombiano 
4.1  Introducción 
Los resultados de la derreplicación de ocho muestras de E. caribaeorum recolectadas en el 
caribe colombiano permitieron establecer que las muestras recolectadas en Santa Marta 
presentaban una mayor posibilidad de contener nuevos diterpenos no descritos para la 
especie, comparadas con las muestras de Islas del Rosario, Providencia-Santa Catalina. Con 
ese criterio se seleccionó para su estudio químico uno de los extractos de Santa Marta, lo que 
condujo al aislamiento del nuevo erythrólido W 1, junto con los erythrólidos: 16-
acetilerythrólido H 2, erythrólido E 3, erythrólido F 4, erythrólido J 5 y erythrólido V 6. Los 
resultados hasta ahora descritos en este trabajo, ponen de manifiesto la enorme diversidad 
metabólica de E. caribaeorum, al tiempo que, si se busca un aprovechamiento de este recurso 
como fuente de compuestos, plantean la necesidad de evaluar la relación de dicha diversidad 
metabólica con respecto a variables ambientales como por ejemplo el lugar de recolección de 
la muestra y la profundidad a la que se recolectaron, entre otras. 
 
En este sentido, la metabolómica, la más reciente de las ciencias “omicas”, permite establecer 
relaciones entre poblaciones sometidas a diferentes condiciones ambientales y la expresión 
metabólica. La metabolómica de forma general puede definirse como la caracterización 
química de un fenotipo a través del análisis cualitativo y/o cuantitativo de todos los 
metabolitos secundarios (PM 1000) presentes en una muestra biológica, para determinar 
diferencias en el perfil metabólico debido algún tipo de cambio o perturbación1,2.  
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A pesar de tratarse de un área joven del conocimiento, la metabolómica ha sido aplicada en 
diversos campos de la ciencia. Por ejemplo, en fitomedicamentos se ha usado para el control 
de calidad de extractos de plantas con usos terapéuticos y para determinar el efecto del 
origen geográfico de una muestra en su perfil metabólico3. En la agricultura se ha empleado 
para determinar si los cambios ambientales o los cambios genotípicos generan una variación 
en los metabolitos producidos por un cultivo de interés comercial4. En la nutrición, se emplea 
en la búsqueda de biomarcadores que puedan indicar un estado nutricional, o para evaluar el 
impacto nutricional sobre enfermedades5. En el diagnóstico clínico, la metabolómica ha sido 
empleada en el desarrollo de nuevas metodologías que permitan la identificación de 
biomarcadores asociados a alguna enfermedad en etapas tempranas de esta6. En ecología, se 
ha empleado como una herramienta que permite estudiar las interacciones de los 
organismos vivos con su ambiente natural a nivel metabólico7.  En la taxonomía, la 
metabolómica se ha empleado como una herramienta adicional que permite realizar la 
clasificación taxonómica basándose en el metabolismo3. La resolución de todos estos 
diferentes problemas experimentales refleja la versatilidad que presenta esta aproximación y 
es el motivo por el cual la comunidad académica ha mostrado un marcado interés en su 
desarrollo y su aplicación en estos y otros campos de la ciencia. 
Debido a la gran variación entre las propiedades físicas de los metabolitos secundarios 
(como: peso molecular, solubilidad, entre otras), no existe una metodología analítica en un 
solo paso lo suficientemente sensible que permita estudiar el metabolismo completo.  No 
obstante, se han desarrollado aproximaciones que permiten realizar estudios metabolómicos 
con diferentes objetivos, algunas de estas son: Huella digital metabólica, Footprinting, Perfil 
metabólico, Análisis con metabolitos objetivo, Metabolómica y Metabonómica8,9. 
 
Entre las metodologías analíticas empleadas para los estudios metabolómicos, las más 
utilizadas son aquellas que involucran espectrometría de masas (EM) y resonancia magnética 
nuclear (RMN). La RMN permite la realización de análisis rápidos, reproducibles, con la 
posibilidad de poder identificar los compuestos, así estén en mezclas complejas, son análisis 
no destructivos y cuantitativos, brindando una herramienta confiable para estudios 
metabolómicos. Sin embargo, como desventaja está la baja sensibilidad que presenta la 
técnica (límite de detección= 1 μmol/L). En contraste, la espectrometría de masas es una 
técnica altamente sensible (límite de detección=1 pmol/L) que permite la identificación de 
compuestos con alto grado de confianza basados en espectros de alta resolución por medio 
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de la determinación del peso molecular, patrones de fragmentación, relaciones isotópicas y/o 
tiempos de retención (en el caso de estar acoplada a un cromatógrafo). Adicionalmente, el 
espectrómetro de masas puede acoplarse a un cromatógrafo, lo que permite mejorar la 
detección de los metabolitos presentes en una muestra biológica, pues brinda una segunda 
dimensión en la resolución10-13.   
 
Los estudios metabolómicos producen una gran cantidad de datos.  El tratamiento y análisis 
de este set complejo de datos tiene un gran impacto en la calidad de los resultados. La 
selección de los pasos para el tratamiento de los datos debe tener en cuenta las diferentes 
variaciones tales como: A) la plataforma analítica empleada para generar los datos (en el 
presente caso, HPLC-HRMS), B) el fenómeno biológico objeto de estudio, C) y las propiedades 
inherentes de los datos (por ejemplo, la dimensionalidad)14. 
 
Para realizar la comparación entre las diferentes muestras involucradas en el estudio 
metabolómico, se requiere de la ayuda de un software especializado que permita realizar 
dicha tarea. En general, los pasos que se llevan a cabo usando el software son: filtrado, 
detección de picos, alineamiento, normalización.  El proceso de filtrado, elimina los efectos 
causados por el ruido de la medición o la línea base.  La detección de picos, permite 
identificar todos las señales generadas por iones verdaderos y evita la detección de falsos 
positivos. El alineamiento corrige las diferencias por cambios en los tiempos de retención 
entre las diferentes corridas cromatográficas y permite combinar los datos de las diferentes 
muestras. Finalmente, la normalización elimina variaciones sistemáticas no deseadas en las 
muestras15. 
 
Una vez se ha hecho el tratamiento de los datos, se emplean métodos de análisis multivariado 
para representar e interpretar los resultados obtenidos.  Existen dos tipos de análisis 
multivariado: Los métodos supervisados, los cuales  requieren de un conocimiento a priori, a 
partir del cual se pueden generar patrones o reglas para los nuevos datos; y los métodos no 
supervisados, los cuales no requieren de otra información que no sea la del conjunto de 
datos16,17. 
 
De estos dos métodos, los más empleados en los estudios metabolómicos aplicados en 
productos naturales son los métodos no supervisados, ya que estos permiten descubrir y 
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explorar toda la información posible que se pueda obtener de los datos, sin priorizar alguno 
de estos; dentro de este grupo, el análisis de componente principal (PCA) y el análisis de 
conglomerados jerárquico (HCA) son los más destacados. El PCA crea nuevas variables 
(componentes principales) por combinación lineal de los metabolitos detectados, 
maximizando la variación de las muestras. El HCA permite formar agrupaciones de acuerdo a 
las similaridades de las muestras16,18.  
4.1.1 Metabolómica aplicada al estudio de organismos marinos 
 
Los organismos marinos han sido poco estudiados desde aproximaciones metabolómicas, 
cuando se comparan con el número de estudios de productos naturales terrestres, 
particularmente con estudios hechos en plantas. Dentro de los ejemplos que se encuentran 
en literatura, se han realizado estudios en algas pardas usando RMN, los cuales permitieron 
la asociación de compuestos a diferentes rutas metabólicas a través del uso de perfiles 
metabólicos e identificación de algunos de los compuestos producidos por especies de la 
familia algas marinas 19. 
En otro artículo se presentó un estudio en el cual se hizo uso tanto de la metabolómica como 
de la proteómica para determinar cómo las proteínas y los metabolitos de la bacteria marina 
Vibrio sp. 010, la cual tiene la capacidad de formar biofilm, se ve afectada ante la presencia 
del poli-eter B, un compuesto antifouling 20. En otro ejemplo de aplicación sobre bacterias 
marinas, el uso de la metabolómica por medio de análisis de los perfiles obtenidos en HPLC-
MS con PCA, permitió la selección de cepas para realizar su estudio químico a partir de las 
cuales se tiene una mayor probabilidad de encontrar nuevos compuestos con posible 
actividad biológica21.  
En nuestro grupo de investigación, un estudio metabolómico de cianobacterias recolectadas 
en la isla de Providencia que empleó HPLC-DAD y análisis de clúster, permitió establecer 
criterios de selección de muestras para realizar estudios de composición química de 
muestras obtenidas a partir de este tipo de microorganismos al tiempo que mostro como 
cambia la expresión metabólica de consorcios de cianobacterias de los géneros Symploca sp. 
– Phormidium sp., al ser  recolectadas en el mismo lugar pero en años diferentes 22  
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En cuanto a los octocorales, se ha usado la metabólomica para determinar cambios en el 
metabolismo de estos organismos al ser recolectados en diferentes lugares23,24. Así, en el 
presente capítulo se plantea la realización de estudios de huella metabólica (metabolic 
fingerprintig) a partir de los extractos orgánicos obtenidos de las ocho muestras de E. 
caribaeorum recolectadas en tres diferentes lugares del Caribe colombiano con el fin de 
evaluar de una manera cuantitativa las diferencias observadas en la producción de 
diterpenos determinadas en los capítulos dos y tres de este trabajo y correlacionarlas con el 
lugar de muestreo de este alcyonaceo, para apoyar futuros estudios de acuicultura y/o 
maricultura. 
4.2 Materiales y métodos 
4.2.1 Reactivos 
Para la extracción y el fraccionamiento se usaron: diclorometano, hexano, acetato de etilo y 
metanol, grado analítico (Merck, Darmstadt, Alemania).  Para el análisis por HPLC-HRMS se 
empleó acetonitrilo y agua grado HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania).   
4.2.2 Muestras de E. caribaeorum 
La descripción de las muestras empleadas es la misma que se presentó en el Capítulo 2 en la 
sección 2.2 Materiales y métodos 
4.2.3 Equipos 
Los análisis de HPLC-HRMS de alta resolución fueron realizados en el equipo descrito en el  
Capítulo 2 en la sección 2.2 Materiales y métodos 
4.2.4 Extracción y fraccionamiento 
La metodología empleada para la extracción y fraccionamiento se encuentra descrita en el 
Capítulo 2 en la sección 2.2 Materiales y métodos 
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4.2.5 Análisis por cromatografía de alta resolución acoplado 
espectrómetro de masas de alta resolución 
Las condiciones establecidas para el análisis por  HPLC-HRMS, se describen en el Capítulo 2 
en la sección 2.2 Materiales y métodos.  
4.2.6 Pretratamiento de los datos 
Una vez obtenidos los datos, fueron sometidos a un pretratamiento que comprende tres 
pasos, los cuales se describen, a continuación. 
 Conversión de datos 
Los datos crudos generados por el equipo HPLC-HRMS (formato .lcd) fueron convertidos al 
formato netCDF, usando el programa ACD/MS Manager25.  Posteriormente, los datos en el 
nuevo formato fueron importados al programa mzMine 226 para los pasos de filtración, 
detección de picos y alineamiento, del pretratamiento. Este programa es ampliamente usado 
en análisis metabolómicos, por su versatilidad y compatibilidad con diferentes paquetes 
estadísticos26  
 Detección de picos 
La detección de picos permite identificar todas las señales generadas por iones “verdaderos” 
y evita la detección de falsos positivos.  Este paso, dentro del programa se realiza en cinco 
módulos: Mass detection, Chromatogram building, Peak deconvolution y Deisotoping. El 
módulo Mass detection permite eliminar los efectos causados por el ruido de la medición o la 
línea base; el nivel de ruido seleccionado fue de 1x105 cuentas/s (cps), este valor fue 
determinado a partir de la intensidad observada para el blanco analizado. Los picos que 
presentaron una intensidad por debajo de este valor no son incluidos y por lo tanto se 
excluyen de la lista de las masas de los iones que se genera por cada scan.  El módulo 
Chromatogram building, toma la lista de masas generada en el paso anterior y construye por 
deconvolución el cromatograma de acuerdo a cada masa que puede detectar continuamente 
sobre los scans; se determinó como tiempo mínimo de espacio entre scan  0,03 min, una 
altura mínima de  1x105 cuentas/s (cps) y una tolerancia en m/z de 5 ppm.  El módulo Peak 
deconvolution permite separar los picos individuales desde los cromatogramas obtenidos en 
chromatogram building; existen diferentes algoritmos que permiten realizar este paso, la 
selección dependerá del tipo de datos que se hayan obtenido,  para el presente trabajo se 
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eligió  Staviszky-Golay, ya que realiza un suavizado de las señales que permite analizar datos 
que presentan ruido significativo y de variada intensidad; la altura mínima de los picos se 
estableció de 1x105 cuentas/s (cps), el rango de duración del pico entre 0-2 min y la amplitud 
del ruido de 1x103 cuentas/s (cps). El módulo Deisotoping determina cuales picos en la lista 
de señales forman un patrón isotópico, guarda la información acerca de la proporción y carga 
de estos y, deja las señales que corresponden al isotopo más alto; para el estudio se 
estableció que la tolerancia en la m/z fuera 10 ppm y la carga máxima de 227.  
 Alineamiento 
El propósito de este paso es generar una nueva lista en la que se hace coincidir los picos 
obtenidos para diferentes muestras. El algoritmo usado fue RANSAC alingment, el cual alinea 
tomando como lista de picos principales los de la primera muestra, y en base a este alinea el 
resto de las muestras. Adicionalmente, corrige cualquier desviación lineal o no lineal en el 
tiempo de retención de los cromatogramas mediante la creación de un modelo de desviación; 
Los parámetros establecidos fueron: tolerancia de m/z en 10 ppm, tolerancia del tiempo de 
retención de 0,2 min, tolerancia del tiempo de retención después de la corrección en 0,05 
min, el número de interacciones RANSAC en 10000, el mínimo número de puntos en 50 y el 
modelo lineal.  
Al realizar el alineamiento quedan algunos vacíos en la matriz, los cuales deben llenarse.  El 
módulo que permite esta tarea es Gap filling (same RT and m/z range gap filler), esta opción 
permite realizar una exploración en estos vacíos, para determinar si esto es debido a la 
inexistencia de la señal (por lo que el valor seria cero), o, a que la señal está presente, pero su 
valor es cercano al límite de detección y durante el alineamiento no fue detectado.  El valor 
establecido de tolerancia de m/z es de 5 ppm27. 
4.2.7 Análisis de datos 
Los pasos anteriores permitieron construir una matriz que incluía en las filas las muestras 
analizadas y en las columnas los tiempos de retención de cada señal obtenida, para la 
realización de los análisis estadísticos multivariados. El análisis de los datos fue realizado 
usando el programa The Unscrambler X 10.3 (Camo Software)28.  Los datos fueron importados 
en el formato .CSV. 
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Antes de iniciar con los análisis multivariados, se realizaron dos transformaciones: 
normalización y escalamiento. Esto con el fin de eliminar las diferencias en magnitud, 
haciendo que las agrupaciones se formen por cambios en los compuestos presentes y no en 
su concentración, la opción empleada para la normalización fue, Mean normalization, la cual 
divide cada fila de la matriz por su promedio y; para el escalamiento Standard Desviation, la 
cual uso como factor de escalamiento la desviación estándar. 
El análisis multivariado se realizó en dos pasos: el primero, el análisis de componentes 
principales y, el segundo, el análisis de clústers. El análisis de componentes principales se 
realizó usando el algoritmo Non-linear Partial Least Squares (NIPALS) sin rotación, para la 
parte gráfica se tuvieron en cuenta las primeras tres componentes. Para el análisis de 
clústers se empleó el método de Ward y la distancia Euclideana. 
4.3 Resultados y discusión 
Los análisis realizados por HPLC-HRMS y RMN-1H mostraron que en las fracciones 1 a 3 se 
encuentran principalmente diterpenos junto con ácidos grasos (Anexo A). Sin embargo, vale 
la pena aclarar que las matrices de datos generadas para el análisis estadístico presentan 
todos los metabolitos presentes en las fracciones 1 a 3 sin discriminar, por lo cual las 
matrices de análisis incluyen un número de variables alto como se presenta a continuación. 
4.3.1 Análisis de componentes principales 
A partir del pretratamiento realizado a las ocho muestras usando el programa mzMine 2, fue 
posible obtener tres matrices correspondientes a las tres fracciones analizadas.  La matriz de 
la fracción 1 contaba con 8.268 señales, la matriz de la fracción 2 tenía 17.659 señales y, la 
matriz de la fracción 3 18.718 señales para las ocho muestras. Estas matrices fueron tratadas 
de forma individual, iniciando con las transformaciones, las cuales eliminarían el factor de 
concentración como indicador para realizar las clasificaciones y, en lugar de esto, que se 
originaran por variaciones en la presencia o ausencia de compuestos29. Una vez hechas las 
transformaciones se realizó el análisis de componentes principales para cada fracción. Tanto 
las transformaciones como el análisis estadístico fue realizado con ayuda del programa The 
Unscrambler ®, en su versión de prueba 
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El análisis de componentes principales, es un método estadístico que permite reducir la 
dimensionalidad de datos multivariados, conservando la mayor cantidad de varianza3.  La 
aplicación de este método sobre las tres fracciones obtenidas de las ocho muestras de E. 
caribaeorum, genera las gráficas de scores del PCA que se pueden observar en la Figura 4-1.  
El porcentaje de varianza para la fracción 1, 2 y 3 es 49%, 60% y 54%, respectivamente. 
De acuerdo a los resultados obtenidos por el análisis de componentes principales, se observa 
un comportamiento homogéneo en las tres fracciones, estableciéndose la presencia de cuatro  
grupos principales.  El grupo 1 constituido por las muestras 1, 2 y 3, recolectadas en el 
arrecife de Santa Catalina; el grupo 2, constituido por la muestra 4 recolectada en un punto 
de muestreo de mayor profundidad en el lado oeste de Providencia-Santa Catalina, aquí 
llamada muestra de Providencia. El grupo 3 integrado por las muestras 5 y 6 recolectadas en 
Santa Marta y;  el grupo 4 integrado por las muestras 7 y 8, recolectadas en Islas del Rosario.  
Estos resultados indican que el perfil metabólico de E. caribaeorum se ve afectado por el 
lugar en el que crece este organismo (las condiciones específicas de cada locación); además, 
indica que el PCA es una buena herramienta para la clasificación por lugar de recolección de 
especímenes de E. caribaeorum, ya que a pesar de que las muestras fueron recolectadas a 
profundidades y fechas diferentes, se observa un comportamiento homogéneo del 
metabolismo de los organismos muestreados. El efecto particular de cada una de estas y 
otras condiciones deberá ser establecido en estudios posteriores.  
En cuanto al efecto del tipo de compuestos en la agrupación, se observa en el PCA de la 
fracción 1 como los ácidos grasos presentes permiten diferenciar entre las muestras de Santa 
Marta, Islas del Rosario y Providencia - Santa Catalina. Particularmente, llama la atención la 
cercanía con que agruparon las muestras de Islas del Rosario y la muestra Providencia.  
Los PCA de las fracciones dos y tres muestran una mayor diferenciación entre las muestras 
recolectadas en Santa Marta con las de Islas del Rosario, y llama la atención que la muestra 
de Providencia agrupa diferente que aquellas tomadas del arrecife de Santa Catalina, 
mostrando como el PCA permite incluso diferenciar muestras de una misma región 
geográfica. Esta diferencia, aunque existe es menos marcada en el PCA de la fracción 3. 
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Figura 4.1. Gráfica de scores del PCA para a) fracción 1, b) fracción 2 y c) fracción 3 
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4.3.2 Análisis de clúster 
Con el fin de confirmar los resultados obtenidos por PCA, se usó análisis de clúster, la cual es 
una herramienta estadística cuyo objetivo es clasificar, por lo cual nos permitirá validar los 
resultados obtenidos hasta este momento, y adicional a esto, nos permitirá observar entre los 
lugares de recolección, cuales son las locaciones que presentan diferencias o semejanzas en 
su perfil metabólico. 
a) b) 
c) 
   Santa Catalina 
  Providencia 
     Santa Marta 
   Islas del Rosario 
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El análisis de clúster es un método no supervisado que permite la conformación de grupos de 
acuerdo a semejanzas y diferencias entre los individuos comparados17.  Como primera 
medida existen dos parámetros a seleccionar al momento de hacer análisis de clúster, el 
método de agrupamiento y el método para medir distancias.  Para el presente trabajo se 
escogió como método de agrupamiento, el método de Ward, el cual basa su teoría asumiendo 
de manera inicial, que cada individuo es un grupo; posteriormente empieza a combinar cada 
individuo con los demás y aquellos que estén estrechamente relacionados los organiza en el 
mismo grupo. El método para medir distancia entre los clúster seleccionado fue Euclidean, 
este es el método más usado e intuitivo que se emplea para medir distancia; tiene en cuenta 
las diferencias entre dos muestras, de acuerdo a la magnitud en los cambios observados 30.  
Las agrupaciones formadas se representaron en forma de dendogramas, los cuales pueden 
observarse en la Figura 4-2.  De acuerdo a la metodología de separación y a los resultados 
obtenidos en la derreplicación, los compuestos presentes en la fracción 1, corresponderán a 
compuestos de baja polaridad, principalmente ácidos grasos como se puede ver en el anexo 
A. El análisis de clúster de esta fracción, muestra una primera división del dendograma a 
partir de la cual se observa la formación de dos grupos; en el primero, se encuentran 
exclusivamente las muestras recolectadas en Islas del Rosario y en el grupo dos, el resto de 
muestras estudiadas; esta separación inicial, corrobora los resultados observados durante la 
derreplicación, en la cual las muestras de Islas del Rosario eran las de composición química 
más diferente entre el grupo comparado. Es posible que las condiciones ambientales en las 
que se encuentra este organismo en Islas del Rosario, sometan a un estrés diferente a los 
organismos muestreados alterando posiblemente el tipo y la concentración de los 
compuestos aquí detectados.  
El dendograma de la fracción 1(Figura 4-2a), evidenció en las divisiones posteriores que las 
muestras 1, 2 y 3 las cuales fueron recolectadas en Santa Catalina, presentan perfiles 
metabólicos similares entre si y diferentes a las demás muestras, sugiriendo que en esta 
locación, cambios en profundidad o temporales no afectan de manera significativa el 
metabolismo de compuestos de baja polaridad en estos especímenes.  El siguiente grupo que 
se observa está integrado por las muestras 4 y 6, que fueron recolectadas en Providencia y 
Santa Marta, respectivamente; la muestra 5 que también pertenece a Santa Marta, aunque no 
se encuentra dentro de la misma división, si está cercana a la muestra 6, lo que sugiere, que 
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aunque existen algunas diferencias en los compuestos de baja polaridad de los especímenes 
de Santa Marta, aún se conservan similitudes. 
Como se estableció previamente (capítulo 2), la fracción 2 presentó un alto contenido de 
erythrólidos.  Con respecto al dendograma de esta fracción (Figura 4-2b), se observó la 
misma primera división que en el caso de la fracción 1, en la que las muestras de Islas del 
Rosario son diferentes a las demás; en esta caso cabe resaltar que de acuerdo al dendograma 
esta diferencia metabólica es mayor que en el caso de la fracción 1, hecho que fue también 
evidente en los estudios de derreplicación del capítulo 2, donde las muestras de Islas del 
Rosario eran las que menor contenido de compuestos mostraron. En las divisiones 
posteriores del dendograma se observa la agrupación de las muestras de acuerdo al lugar en 
el cual fueron recolectadas separando en grupos diferentes las muestras de Santa Catalina (1-
3), la muestra de Providencia (4) y las de Santa Marta (5 y 6).  Adicionalmente, puede 
observarse que entre Santa Marta y Providencia están más relacionadas entre sí, que con 
Santa Catalina que se encuentra en un brazo aislado de las otras, lo cual resulta llamativo, 
pues geográficamente las muestras de Providencia y Santa Catalina corresponden a un 
mismo lugar geográfico. La agrupación encontrada entre las muestras de Santa Marta y 
Providencia podría estar más relacionada con la profundidad a la cual se hizo la recolección, 
sugiriendo que condiciones como la presión, la temperatura y luminosidad, entre otras 
podrían ser las responsables de dicha asociación. Sin embargo, esta aseveración requeriría de 
otro tipo de diseño experimental para ser corroborada. 
Finalmente, la fracción 3 (Figura 4-2c), que al igual que la fracción 2 presenta alto contenido 
de erythrólidos, mostró varias similitudes con las agrupaciones obtenidas para la fracción 2.  
Nuevamente se observa la diferencia entre las muestras de las Islas del Rosario y las demás 
muestras, ratificando que los especímenes de este lugar, presentan alguna característica que 
hace diferenciarlos de las otras muestras. Las diferencias observadas en el dendograma de la 
fracción 3 se centran en la parte inferior de la figura, donde se observa una agrupación 
diferente para las muestras de Santa Catalina-Providencia (1-4) con respecto a las muestras 
de Santa Marta (5-6), sugiriendo que en este caso las diferencias observadas si obedecen a las 
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                            SANTA CATALINA                                 SANTA MARTA 
                            PROVIDENCIA                                        ISLAS DEL ROSARIO 
De acuerdo a los resultados obtenidos por el análisis metabolómico junto con los de 
derreplicación, es posible afirmar que las muestras de Santa Marta, Providencia y Santa 
Catalina, se encuentran en un mismo grupo debido a que estas producen erythrólidos varios 
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de ellos conocidos mientras que las de Islas del Rosario, no produce los mismos compuestos.  
Adicionalmente, este grupo se divide en dos subgrupos en los cuales las muestras de Santa 
Marta quedan separadas de las demás, posiblemente esto es debido a que las muestras de 
esta locación presentaron un mayor número de posibles erythrólidos (34), entre conocidos y 
nuevos. Otras aproximaciones encontradas en literatura especializada han buscado asociar la 
producción de diterpenos a la población de simbiontes de E. caribaeorum31.  Sin embargo, de 
acuerdo a la literatura hasta ahora publicada, esta hipótesis no ha podido ser comprobada y 
solo se han encontrado tres compuestos que presentan seis, siete y ocho unidades del ácido 
3-hidroxibutirico, compuestos asociados a microorganismos simbiontes y no se ha reportado 
la producción de diterpenos por parte de estos simbiontes. Así, para aproximaciones que 
busquen en el futuro el aprovechamiento de los diterpenos producidos por este octocoral, se 
recomienda realizar estudios de acuicultura y/o maricultura en especímenes de Santa Marta. 
De otro lado, las muestras de Islas del Rosario (7 y 8) deben ser estudiadas en cuanto su 
composición metabólica. Este estudio, junto con la evaluación de condiciones ambientales 
más detalladas, podría llevar a que las diferencias observadas se deban a condiciones 
ambientales (luz, temperatura, contaminación, nutrientes, simbiontes, predadores), 
diferentes a las observadas en otros lugares como Santa Marta, y Providencia - Santa 
Catalina. También, podría mostrar que las diferencias estén asociadas a la identificación de 
un nuevo quimiotipo diferente de E. caribaeorum, lo cual ya ha sido previamente 
documentado en nuestro grupo de investigación para el caso del octocoral Antillogorgia 
elisabehtae  donde se demostró tener quimiotipos diferentes en Providencia y en San 
Andrés32.  
El análisis metabolómico permitió determinar cuáles locaciones presentan mayor similitud 
en cuanto a su perfil metabólico, y al relacionar estos resultados con los obtenidos en el 
capítulo 2, es posible proponer que las agrupaciones observadas se debieran principalmente 
a los eythrólidos. 
4.4 Conclusiones 
En el presente capítulo se presentó la implementación de una metodología para el análisis 
metabolómico de ocho muestras del octocoral  E. caribaeorum recolectadas en las Islas del 
Rosario Santa Marta, Santa Catalina y Providencia. 
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Los resultados obtenidos por análisis de componentes principales PCA y análisis jerárquicos 
de clúster HCA, permiten afirmar que la expresión metabólica de este octocoral asociada a 
diterpenos y ácidos grasos se ve afectada por el lugar en el cual crece.  Además, las muestras 
obtenidas de Islas del Rosario mostraron las mayores diferencias y por lo tanto agruparon 
aislados de las muestras obtenidas de  Santa Marta, Santa Catalina y Providencia, estas 
últimas muestran en el PCA  y en el HCA ser diferentes a pesar de provenir de lo que en este 
estudio se consideró un mismo lugar de recolección por su cercanía geográfica. 
Las diferencias observadas en los perfiles de erythrólidos (fracciones 2 y 3), muestran que su 
producción es afectada por condiciones ambientales y son estas diferencias en el contenido 
de diterpenos las responsables de su agrupación por lugar de recolección. 
Este es el primer trabajo en nuestro país y uno de los pocos ejemplos en el mundo en el que 
se implementan herramientas metabolómicas con el fin de conocer las variaciones en el 
metabolismo entre muestras de octocorales. Los resultados aquí obtenidos muestran las 
ventajas del uso de herramientas metabolómicas aplicadas a los estudios de productos 
naturales, y la necesidad de continuar con estudios de este tipo en Colombia en campos como 
la ecología química y la búsqueda de nuevas moléculas de origen natural 
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5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
Se implementó una estrategia de derreplicación que permitió la identificación de 90 
compuestos con masas similares a la de los erythrólidos conocidos en las ocho muestras de 
Erythropodium caribaeorum estudiadas.  A partir de estos resultados fue posible determinar 
que las muestras de Santa Marta presentan el mayor contenido de estos compuestos, 
adicionalmente, las muestras de Islas del Rosario presentan compuestos diferentes los cuales 
no fueron caracterizados. Con respecto a las eleutherobinas, por medio de las técnicas 
empleadas no fue posible determinar la presencia de estos compuestos en las muestras 
estudiadas 
De acuerdo con la derreplicación, las muestras de Santa Marta son las que presentan la 
mayor probabilidad de presentar nuevos erythrólidos, lo cual, junto con la cantidad de 
muestra disponible condujo a la selección de esta muestra para su estudio. A partir de esto, 
fue posible aislar 6 compuestos, de los cuales el compuesto 1 denominado erythrólido W, es 
reportado por primera vez en la naturaleza, los demás corresponden a los erythrólidos 
conocidos: 16-acetilerythrólido H 2, erythrólido E 3 erythrólido F 4, erythrólido J 5 y 
erythrólido V 6. 
El análisis metabolómico de las ocho muestras permitió determinar que las condiciones 
ambientales específicas de los lugares de recolección afecta la producción metabólica de 
estos especímenes. 
5.2 Recomendaciones 
Para las muestras de Islas del Rosario las cuales demostraron ser diferentes a las de las 
demás locaciones, se recomienda realizar estudios que involucren la composición química, la 
clasificación taxonómica y la clasificación molecular, que permitan corroborar si esta 
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muestra es un quimiotipo diferente de E. caribaeorum, o puede incluso tratarse de una nueva 
especie de octocoral, con características morfológicas similares a las que presenta E. 
caribaeorum. 
Se recomienda continuar con la purificación de compuestos presentes en la muestra 6, y 
enfocar los estudios en los compuestos minoritarios los cuales probablemente puedan ser los 
nuevos compuestos isómeros de los eryhtrólidos reportados. 
Realizar estudios de actividad biológica, como: actividad antiinflamatoria, antiviral, citotóxica 
contra células cancerígenas, antifúngica, etc., que permitan determinar el potencial de los 





A. Anexo: Espectros de RMN 1H  (CDCl3, 400MHz) de 
las fracciones 1-3 para la muestra 6 recolectada 
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B. Anexo: Cromatograma comparativo de la fracción 
F.VI y las fracciones 2 y 3 obtenidas de la muestra 
6 recolectada en Santa Marta (Verde F.VI, Rojo 
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C. Anexo: Espectro de RMN 1H del compuesto 1 
(CDCl3, 300MHz) 
 
D. Anexo: Experimento APT para el compuesto 1 
(CDCl3, 75MHz) 
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E. Anexo: Experimento COSY para el compuesto 1 
(CDCl3)
 
F. Anexo: Experimento HSQC para el compuesto 1 
(CDCl3)
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G. Anexo: Experimento HMBC para el compuesto 1 
(CDCl3)
 
H. Anexo: Experimento NOESY para el compuesto 1 
(CDCl3)
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I. Anexo: Espectro de RMN 1H del compuesto 2 
(CDCl3, 300MHz) 
 
J. Anexo: Experimento APT para el compuesto 2 
(CDCl3, 75MHz) 
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K. Anexo: Experimento COSY para el compuesto 2 
(CDCl3)
 
L. Anexo: Experimento HSQC para el compuesto 2 
(CDCl3) 
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M. Anexo: Experimento HMBC para el 
compuesto 2 (CDCl3)
 
N. Anexo: Espectro de RMN 1H del compuesto 3 
(CDCl3, 300MHz) 
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O. Anexo: Experimento APT para el compuesto 3 
(CDCl3, 75MHz) 
 
P. Anexo: Espectro de RMN 1H del compuesto 4 
(CDCl3, 300MHz) 
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Q. Anexo: Experimento APT para el compuesto 4 
(CDCl3, 75MHz) 
 
R. Anexo: Espectro de RMN 1H del compuesto 5 
(CDCl3, 300MHz) 
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S. Anexo: Experimento APT para el compuesto 5 
(CDCl3, 75MHz) 
 
T. Anexo: Espectro de RMN 1H del compuesto 6 
(CDCl3, 300MHz) 
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U. Anexo: Experimento APT para el compuesto 6 
(CDCl3, 75MHz) 
 
 
 
 
 
 
